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Les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) constituent une population de 
cellules suppressives naturelles essentielle au maintien de la tolérance et à l’inhibition de 
l’inflammation. Ces cellules se différencient dans le thymus avec les lymphocytes T 
conventionnels à partir d’un précurseur commun. Cependant le mécanisme sous-tendant le 
choix de lignage entre lymphocyte effecteur et régulateur reste peu défini. 
Nous avons démontré que la proportion de Treg qui se développent au sein de la population 
de thymocytes CD4+CD8- est génétiquement contrôlée chez la Souris et varie de manière 
significative entre les souches. Nous avons pu préciser que les gènes responsables, exprimés 
par les cellules T, modulent quantitativement la génération du compartiment régulateur, et 
identifier un locus d’intérêt sur le chromosome 17. En nous intéressant à un modèle spontané 
d’auto-immunité, la souris NOD, nous avons établi qu’un fort pourcentage de Treg se 
différencie dans cette souche et que la région identifiée co-localisait avec un locus de 
susceptibilité au diabète, Idd16. La sélection thymique ne semble pas être impliquée, ce qui 
suggère un mécanisme lié au choix de lignage. L’étude de nouvelles lignées congéniques nous 
a permis de réduire la région d’intérêt et de nous rapprocher de l’identification du (des) 
gène(s) responsable(s). 
 
Mots clés : lymphocytes T régulateurs, développement, thymus, auto-immunité 
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Abstract 
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Genetic control of thymic development of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T 
lymphocyte 
Thesis supervisor : Joost van Meerwijk 
Toulouse, June 20th 2008 
 
CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells (Treg) are essential to maintain self-tolerance and 
control inflammation. It is a natural population that develops in the thymus from CD4-CD8- 
cells like its conventional counterpart. However, fate decision made by CD4+ thymocytes 
between effector and regulatory lineage remains poorly understood. 
We showed that distinct proportions of Treg were found in thymi of common mouse strains 
and that a genetic control modulated quantitatively regulatory compartment generation. We 
demonstrated that it was a polygenic trait and identified a locus on chromosome 17. We next 
focused on the diabetes-prone NOD strain, and surprisingly found a high level of Treg among 
mature CD4+ thymocytes. Genetic control in this strain is dependent on a region that 
colocalizes with the diabetes susceptibility locus Idd16. Our preliminary results tend to show 
that thymic selection is not involved, which suggests a lineage commitment linked 
mechanism. Study of new congenic lines should help us to restrain our region of interest and 
our candidate gene number. 
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extrait de Bhandoola et al., Immunity 2007 (26) :678-89 
Figure 1 | L’hétérogénéité des progéniteurs du développement T 
Au sein de la moelle osseuse, les cellules souches hématopoïétiques donnent naissance aux 
progéniteurs multipotents. Une partie de ces cellules, baptisées précurseurs lymphoïdes 
précoces, est caractérisée par la transcription des gènes des recombinases RAG. Le stade 
suivant est le progéniteur lymphoïde commun, aussi à l’origine des cellules B. La plupart de 
ces cellules sont présentes dans le sang. On y trouve en outre le progéniteur T circulant dont 
l’ascendance n’est pas fixée. Les cellules sanguines exprimant les molécules d’adhésion et les 
récepteurs aux chimiokines appropriés accèdent au thymus et constituent les progéniteurs 
thymiques « colonisateurs ». Cette population est hétérogène dans son état de différenciation 
et ses capacités, et il a été proposé que l’entrée dans le développement T ne se fasse pas pour 
tous au même stade. 
CCR : CC-chemokine receptor ; CLP : common lymphoid progenitor ; CMP : common myeloid 
progenitor ; CTP : circulating T cell progenitor ; DN : double negative cell ; DP : double positive cell ; 
ELP : early lymphoid progenitor ; ETP : early thymic progenitor ; GMP : granulocyte monocyte 
progenitor ; MEP : megakaryocyte erythrocyte progenitor ; MMP : multipotential progenitor ; PSGL-
1 : P-selectin glycoprotein ligand 1 ; RAG : recombination activating gene ; SP : single positive cell. 
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1. LE DEVELOPPEMENT THYMIQUE DES LYMPHOCYTES T 
 
Hématopoïèse et développement thymique précoce 
• De la cellule souche au progéniteur T 
Les lymphocytes T (LT) font partie du lignage hématopoïétique et dérivent de fait de cellules 
souches présentes dans le foie fœtal ou la moelle osseuse à l’âge adulte. Une cellule souche 
est définie par sa capacité d’auto-renouvellement et sa pluripotence dans la génération de 
cellules matures. Elle donne naissance à des précurseurs multipotents qui ont perdu l’aptitude 
d’auto-renouvellement. 
À l'inverse des lymphocytes B (LB), les cellules T n’effectuent qu’une partie restreinte de leur 
développement dans la moelle osseuse. Le siège de leur différenciation est un organe 
lymphoïde spécialisé, le thymus 1. Celui-ci, contrairement aux niches médullaires, ne 
constitue toutefois pas un environnement favorable au maintien de cellules souches capables 
de s’auto-renouveller 2. L’afflux de progéniteurs par l’intermédiaire du sang doit donc être 
régulier. On trouve par conséquent des progéniteurs capables de se différencier en LT dans la 
moelle osseuse, le sang et le thymus. L’engagement vers le lignage T peut survenir à 
différents moments et être initié très précocement puisque l’expression des recombinases 
RAG (recombination activation gene) a pu être détectée dans des cellules médullaires très 
immatures, baptisées progéniteurs lymphoïdes précoces 3. Plusieurs cellules progénitrices 
avec des potentialités plus restreintes ont été décrites 4, ce qui montre l’hétérogénéité des 
populations de la moelle osseuse où co-habitent de nombreux stades du développement 
hématopoïétique. Bien que toutes ces cellules soient capables de se différencier en LT, elles 
ne sont pas toutes des progéniteurs physiologiques. Ainsi les cellules souches 
hématopoïétiques, qui peuvent être à la base d’un développement T efficace si on les injecte 
intra-thymiquement, n’émigrent pas normalement via la circulation veineuse vers le thymus 4.  
Bien que différents progéniteurs T aient été identifiés dans le sang, le mécanisme de leur 
mobilisation depuis la moelle osseuse reste méconnu. Toutefois, plusieurs molécules se sont 
révélées impliquées dans la migration vers le thymus. Au premier rang, on trouve le récepteur 
aux chimiokines CCR9 sans lequel le développement des LT et le repeuplement thymique 
sont gravement altérés 5. De plus, l’entrée dans la jonction cortico-médullaire se fait grâce à 
l’expression de molécules d’adhésion spécifiques telles que PGL1 (P-selectin glycoprotein  
ligand 1) 6 et les intégrines α4β1 et LFA1 (lymphocyte function associated antigen 1) 7. Le 
26 
 
 
extrait de Rothenberg et al., Nat. Rev. Immun. 2008 (8):9-21 
Figure 2 | Les étapes du développement thymique 
Les précurseurs multipotents accèdent au thymus par les vaisseaux de la jonction cortico-
médullaire. La différenciation T nécessite une migration de la cellule au travers du thymus qui 
lui permet de rencontrer successivement les micro-environnements favorables à chaque étape. 
CCR : CC-chemokine receptor ; DN : double negative ; DP : double positive ; ETP : early thimic 
precursor ; ISP : immature single positive ; LMPP : lymphoid primed multipotent progenitor ; NK : 
natural killer ; SP : single positive ; TCR : T cell receptor 
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 thymus n’est que périodiquement réceptif aux précurseurs, ce qui suggère un nombre limité 
de niches pour les accueillir 8. Il a été estimé que 100 à 300 niches étaient disponibles avec un 
renouvellement de 2-3% par jour 9. 
 
• Les grandes étapes du développement intra-thymique 
On distingue les stades successifs de la différenciation du thymocyte principalement sur 
l’expression des co-récepteurs CD4 et CD8. Les cellules les plus immatures sont CD4-CD8-, 
et sont appelées double négatives (DN). Cette étape est encore subdivisée en quatre sous-
populations sur la base de l’expression de CD44 et CD25 10. Les progéniteurs, qui 
représenteraient moins d’un thymocyte sur 15000, sont très peu nombreux, ce qui implique 
une énorme prolifération lors du développement, qui se déroule essentiellement aux stades 
précoces. L’acquisition du récepteur à l’antigène, le TCR (T cell receptor), débute au stade 
DN2 avec le réarrangement somatique des gènes des chaînes β, γ et δ par les enzymes  RAG 
11, 12. Cette recombinaison aléatoire associe les trois segments, V (variable), D (diversity) et J 
(joining), de la séquence codant pour la partie variable du TCR qui reconnaît l’antigène. Le 
groupe de von Boehmer a montré que si un réarrangement productif du locus Tcrb réussit, son 
produit s’associe à la chaîne invariante pTCRα pour former le pré-TCR 13. Le signal que 
celui-ci délivre, associé à des signaux cytokiniques, promeut la survie, la prolifération et la 
progression dans le processus de différenciation. Cette étape, nommée sélection β, permet la 
survie des lymphocytes porteurs d’une chaîne β fonctionnelle. En outre, elle induit la 
régulation négative de l’expression des RAG, ce qui prévient l’expression d’un second TCR : 
c’est l’exclusion allélique 14. Les thymocytes vont alors acquérir l’expression de CD8, puis de 
CD4, pour devenir des cellules double positives (DP). Les cellules DP qui parviennent à 
réarranger leur gène Tcra sont dans la mesure d’exprimer à leur surface un TCR et de subir 
les sélections positive et négative. 
 
• Le choix du lignage T 
L’engagement dans le lignage T est un processus aux multiples étapes qui s’étale du 
progéniteur T précoce, ou ETP (early  T-cell-lineage progenitor), au stade DN3. La 
différenciation de ces cellules pro-T est indépendante du TCR, puisqu’il n’est pas encore 
exprimé, et s’accompagne d’une migration au travers du cortex. L’épithélium thymique 
procure une combinaison de ligands et de facteurs de croissance qui dirigent la  
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modifié de Rothenberg et al., Nat. Rev. Immun. 2008 (8):9-21 
Figure 3 | Programme génétique à l’origine de la différenciation T précoce 
Le développement thymique précoce est marqué par le choix de lignage T. La succession 
ordonnée de l’expression de différents facteurs de transcription permet au thymocyte de 
s’expandre, de perdre les potentiels non-T et d’acquérir les caractéristiques de son lignage. Au 
stade DN3a, la cellule franchit le point de non retour. 
BCL : B cell lymphoma ; BMP : bone morphogenetic protein ; CBF : core binding factor ; DC : 
dendritic cell ; DLL : delta-like ligand ; DN : double negative ; DP : douple positive ; ETP : early 
thymic progenitor ; HSC : hematopoietic stem cell ; ID : inhibitor of DNA binding ; ISP : immature 
single positive ; LRF : leukemia related factor ; MINT : MSX2-interacting protein ; NK : natural 
killer ; RUNX : runt related transcription factor ;  SHH : sonic hedgehog ; TCR : T cell receptor 
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différenciation, la multiplication et la survie des thymocytes. La présence et la densité des 
ligands de Notch sont par exemple des éléments déterminants, de même que des médiateurs 
comme le SCF (stem cell factor) ou l’IL-7 (interleukine 7), qui influencent la prolifération et 
la progression dans le programme de différenciation des cellules pro-T 15. Ainsi, l’expression 
du récepteur au SCF, Kit, est essentielle aux progéniteurs précoces 16 mais diminue 
progressivement tout au long du stade DN3 17, alors que celle de CD127, la chaîne α du 
récepteur à l’IL-7, qui permet la prolifération, est maintenue jusqu’après la sélection β 18. 
Cette évolution illustre le fait que l’engagement vers le lignage T se fait suivant un 
programme génétique préétabli qui commande l’activation et l’inhibition dans un ordre précis 
de différents gènes. Il en résulte une succession d’étapes qui allie le gain de fonctions et de 
caractéristiques des LT à la perte de la capacité à bifurquer vers d’autres types cellulaires. La 
différenciation T n’est donc pas le fait d’un événement isolé mais d’une cascade d’abandons 
de potentialités qui s’achève au stade DN3 quand toutes les options « non-T » ont été perdues. 
Les facteurs de transcription sont les chefs d’orchestre de ce ballet, et parmi eux, le plus 
étudié est Notch1. Il s’agit d’un récepteur transmembranaire dont le domaine intracellulaire 
est libéré par clivage protéolytique après engagement de son ligand (Delta-like1, 3 ou 4, 
Jagged1 ou 2). Ce domaine migre vers le noyau et s’associe au facteur de transcription RBPJ 
(recombination site binding protein J) qu’il convertit d’un répresseur en un activateur. Ce 
tandem contrôle l’expression de nombreux gènes spécifiques du lignage T, comme la chaîne 
α du pré-TCR ou Cd25. Il instruit aussi l’inhibition de la différenciation vers le lignage B 
dans l’ETP 19, l’expression forcée du domaine intracellulaire de Notch1 conduisant à un 
développement ectopique de cellules T dans la moelle osseuse 20. La signalisation initiée par 
Notch1 est essentielle pour amorcer la différenciation T, mais elle n’est pas suffisante pour 
soutenir entièrement le programme de développement. En fait des expériences de culture in 
vitro de progéniteurs sur des tapis de cellules stromales exprimant Delta-like1 ou 4 permettent 
bien d’obtenir des cellules DP 21. Cependant, malgré une signalisation par Notch1 effective 
dans de nombreuses cellules de la culture, l’expression de facteurs de transcription 
fondamentaux des LT, tels que GATA-3 et TCF1 (T cell factor 1), n’est induite que dans une 
fraction de la population. Il a été montré que la compétence des précurseurs à répondre à 
Notch1 et à s’engager vers le lignage T dépendait de l’expression préalable de quatre facteurs 
de transcription : PU.1 22, Ikaros 23, Runx1-CBFβ (runt-related transcription factor 1-core 
binding factor β) 24 et les protéines E, et du silence de Pokemon 25. 
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Si l’intervention de Notch dans le développement T est récurrente, il existe des facteurs de 
transcription dont l’action est limitée à un stade du développement. Une extinction successive 
des gènes susceptibles d’orienter les cellules vers des destins cellulaires différents est ainsi 
observée. Il a été proposé que ces gènes hérités des stades pré-thymiques soient maintenus 
chez les cellules pro-T pour soutenir un programme de prolifération incluant Kit et 
l’activateur du cycle Cdk6 (cyclin dependant kinase 6) 26. Alors que la capacité à devenir un 
LB est perdue très précocement, le potentiel d’acquérir le phénotype myéloïde, NK (natural 
killer), de CD (cellule dendritique) ou de mastocyte persiste chez les immigrants thymiques. 
L’expression ectopique de PU.1 ou de C/EBPα (CCAAT-enhancer binding protein α), 
ultérieures au moment de leur disparition programmée, sont séparément suffisantes pour 
aiguiller un précurseur T vers un destin myéloïde 27. Parallèlement à ces pertes, des capacités 
sont progressivement acquises par le thymocyte. Au stade DN2, se prépare la mise en place 
de la signalisation en aval du TCR avec l’expression de Cd3e, Cd3g ou Zap70, tandis qu’à 
l’étape DN3, ce sont les enzymes RAG puis le pré-TCR qui marquent l’acquisition définitive 
du phénotype T 26. 
 
• Lymphocyte T conventionnel ou γδ ? 
Au stade DN3, deux voies s’offrent au thymocyte : celle de s’engager vers le lignage 
conventionnel et d’exprimer un TCR αβ, ou celle de devenir un lymphocyte T γδ. Les 
modalités de ce choix ne sont pas claires, mais plusieurs signaux « aiguilleurs » ont été 
identifiés. Des expériences de culture en dilution limite de progéniteurs DN2 ont montré que 
60% ne généraient que des LT αβ, 40% sont bipotentiels, et seulement 2% ne se différencient 
qu’en LT γδ 28. Ce déséquilibre pourrait s’expliquer par la probabilité plus basse de produire 
un réarrangement productif des loci Tcrd puis Tcrg, par rapport au seul Tcrb. De plus le TCR 
ne peut s’assembler que si les recombinaisons ont donné naissance à des chaînes δ et γ 
compatibles. Il est à noter qu’il n’y a plus aucune bipotentialité parmi les cellules DN3 où 
l’expression mutuellement exclusive du pré-TCR ou du TCR γδ est acquise. Il semblerait 
toutefois que la seule expression d’un des deux récepteurs ne suffise pas à définitivement 
assurer le choix de lignage, la force du signal en aval de celui-ci est prédéterminante. Il a été 
montré dans plusieurs systèmes qu’une signalisation forte favorisait le lignage γδ aux dépens 
de l’apparition de DP 29, 30. Notch semble également avoir un rôle à jouer : s’il est absolument 
indispensable pour les précurseurs DN1 et DN2 pour la différenciation des deux lignages, il 
n’est requis au stade DN3 que pour l’engagement vers la cellule DP 28. De plus, si la seule  
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expression de Jagged1 suffit à obtenir des LT γδ, ce n’est pas le cas des thymocytes αβ ; de 
même, un thymus déficient pour Jagged2 voit son rendement en LT γδ baisser de moitié alors 
que le développement des cellules conventionnelles reste inchangé 31. Outre les ligands 
exprimés par l’épithélium cortical, le développement des LT γδ est influencé par la présence 
des autres thymocytes et l’expression de molécules à leur surface. Le groupe de Hayday a mis 
en évidence que les thymocytes γδ d’une souris déficiente en TCRβ ou pré-TCRα 
n’exprimaient pas des gènes caractéristiques de leur lignage 32. Cette même anomalie est 
constatée en absence du récepteur β à la lymphotoxine ou de ses ligands. Un conditionnement 
par les cellules DP exprimant la lymphotoxine s’appliquerait aux thymocytes engagés dans la 
voie γδ par interaction avec son récepteur. L’importance de cette régulation dans l’orientation 
entre αβ et γδ n’a pas été encore déterminée. 
 
Le modelage du répertoire 
 La sélection positive 
• Enjeu 
La fonction du LT repose sur la reconnaissance par son TCR d’un antigène présenté par le 
CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) du soi. Or les récepteurs des thymocytes DP 
sont générés aléatoirement, ce qui permet de faire face à l’immense variété des antigènes, 
mais engendre aussi de très nombreux TCR incapables d’interagir avec le complexe peptide-
CMH du soi. Un écrémage est à ce stade nécessaire pour sélectionner les LT « utiles ». Au 
stade DP, les cellules sont privées du signal anti-apoptotique apporté par les cytokines à cause 
de la répression par SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1) de l’expression du récepteur 
à l’IL-7 33. Elles sont donc fortement susceptibles à la mort cellulaire. Seul un signal de 
survie, transmis par l’engagement du TCR, peut leur permettre de passer ce cap 34. En fait, 
l’immense majorité des thymocytes, dont l’affinité pour le complexe peptide-CMH du soi est 
insuffisante, meurt par négligence. 
En 1977, Bevan et al. montrèrent que la spécificité des LT d’un animal était restreinte au 
CMH exprimé par les cellules non hématopoïétiques 35. La démonstration en a été faite par la 
génération de chimères, autrement dit de souris irradiées dont le compartiment 
hématopoïétique est reconstitué par une greffe de moelle osseuse. De plus, le rôle du thymus a 
pu être mis en évidence dans des chimères thymectomisées et greffées avec un thymus 
allogénique, dont les LT sont spécifiques du CMH porté par l’épithélium thymique 
transplanté 36. 
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• Implication de l’épithélium cortical 
Un faisceau d’indices a amené à identifier le cortex comme le compartiment spécialisé dans la 
sélection positive des LT, comme la localisation des DP exclusivement dans cette zone 37, et 
la présence de molécules du CMH de classe I et II. Plus directement, l’étude de souris 
transgéniques n’exprimant les molécules de CMH que sur les cellules thymiques épithéliales 
corticales (cTEC), ou à l’inverse uniquement sur les cellules thymiques épithéliales 
médullaires (mTEC), permit de trancher 38, 39. Seule une expression dans le cortex est apte à 
soutenir la sélection positive des LT. Il a par la suite été prouvé que les cTEC possèdaient des 
capacités d’apprêtement et de présentation de l’antigène particulières. La sous-unité 
catalytique β5t du protéasome est exclusivement exprimée par ces cellules et pourrait 
influencer la génération des peptides présentés aux LT CD8+ 40. De plus la dégradation de la 
chaîne invariante, étape clé dans l’apprêtement des antigènes par le CMHII, est catalysée par 
la cathepsine L, contrairement aux CD où il s’agit de la cathepsine S 41. La déficience en 
cathepsine L altère spécifiquement le développement des LT CD4+, et ce défaut de sélection, 
indépendant de la chaîne invariante, induit une modification de leur répertoire 42. Ce résultat 
montre que cette enzyme permet la génération d’un panel de peptides adapté à la mise en 
œuvre d’une sélection positive efficace. Enfin, TSSP (thymic specific serine protease) est une 
peptidase restreinte aux cTEC, ce qui confirme que ce sont des cellules présentatrices de 
l’antigène (CPA) uniques 43. 
 
• Rôle du peptide 
Le groupe de Bevan a montré que de la capacité de l’épithélium thymique à présenter un 
peptide donné dépendait la sélection positive des clones spécifiques 44. Cette reconnaissance 
est précise puisqu’elle peut distinguer entre deux séquences ne différant que d’un seul acide 
aminé 45. Il existe tout de même une tolérance nécessaire à la génération d’un répertoire 
varié ; le panel de peptides présentables par les cTEC étant relativement limité. Plusieurs 
études ont démontré qu’un seul couple peptide/CMH pouvait être à l’origine d’une population 
T polyclonale 46, 47. Le répertoire est toutefois moins divers et comporte des trous. 
L’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide soutenant la sélection positive est 
donc soumise à une certaine dégénérescence à la base de l’étendue du répertoire. 
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 Tolérance centrale 
• Nécessité de la sélection négative 
Les thymocytes CD4+ et CD8+ fraîchement différenciés constituent grâce à la sélection 
positive une population de lymphocytes fonctionnels au répertoire varié. Cette étape assure 
que les récepteurs de ces cellules soient aptes à interagir avec le CMH du soi associé à un 
peptide. Néanmoins, le contre-coup de ce processus est l’enrichissement du compartiment 
lymphocytaire T en cellules ayant une forte affinité pour les antigènes du soi : potentiellement 
auto-réactives, elles représenteraient une menace pour l’organisme si elles s’activaient en 
périphérie. L’ensemble des mécanismes concourant à préserver l’organisme d’un excès de 
réponse immune et de l’attaque de ses composants constitue la tolérance. Dans la 
neutralisation des thymocytes auto-spécifiques réside la tolérance centrale, premier rempart 
contre les dommages que peuvent causer les LT. Par ailleurs, il a été montré que pour assurer 
la diversité du répertoire, une certaine dégénérescence existe dans la reconnaissance entre le 
TCR et le complexe CMH/peptide. Or, de nouveau, des récepteurs avec une trop large 
réactivité pourraient constituer une menace pour l’organisme. 
En 1984, fut mise en évidence l’existence d’une tolérance restreinte par le CMH, car si les LT 
sont capables de s’activer au contact d’un antigène du non-soi présenté par le CMH du soi ou 
d’un antigène du soi complexé à un CMH allogénique, l’interaction avec un complexe peptide 
du soi /CMH du soi reste non immunogène 48, 49. Huseby et al. ont d’autre part proposé 
qu’une sélection thymique reposant sur un seul couple CMH/peptide, limitant sévèrement la 
sélection négative, conduirait à la génération d’une population de LT enrichie en cellules 
capables de reconnaître plusieurs combinaisons CMH/peptide 50. En éliminant les cellules T à 
la réactivité dégénérée, la sélection négative contribuerait à façonner un répertoire plus 
spécifique. 
 
• Trois voies mènent à Rome 
 La délétion 
La première mise en évidence de la délétion de clones particuliers suite à l’interaction avec 
les molécules de CMH fut décrite par Marrack et al 51. Ayant préalablement montré que les 
LT dont le TCR incluait la chaîne Vβ17a avaient très fréquemment une forte affinité pour la 
molécule de CMH de classe II (CMHII), IEk, ils observèrent l’absence de LT matures Vβ17a+ 
chez les souris d’haplotype H2k. Des cellules Vβ17a+ étaient par contre normalement présents 
au sein des thymocytes immatures, ce qui montrait que l’élimination avait lieu tardivement  
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Figure 4 |Les voies de signalisation de la délétion clonale 
Les thymocytes qui interagissent fortement avec les cellules dendritiques thymiques peuvent 
amorcer les voies de l’apoptose. En aval du TCR, les MAP kinases activent MINK qui à son 
tour induit Bim et la voie des kinases p38 et Jnk. L’action de Bim peut généralement être 
inhibée par la surexpression de Bcl-2. Dans le cas de la sélection négative, il a été proposé 
que Nur77 s’associe à Bcl-2 pour former un complexe pro-apoptotique et lever son effet 
inhibiteur. Les ubiquitine ligases Cbl auraient un rôle protecteur en régulant la dégradation 
des kinases. 
Bak : Bcl-2 homologous antagonist-killer ; Bax : Bcl-2-associated X protein ; Bcl : B cell leukemia ; 
Bim : Bcl-2 interacting mediator ; ERK : extracellular signal-related kinase ; Jnk :  c-Jun N-terminal 
kinase ; MAP : mitogen-activated protein ; MINK : Misshapen-Nck-interacting kinase-related kinase ; 
TCR : T cell receptor 
MINK 
p38/Jnk 
TCR 
ERK5 
Nur77 
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39 
 
dans le développement. Cette délétion est le fruit de la présence de superantigènes endogènes, 
protéines d’origine pro-virale capables de lier les molécules de CMHII et certaines chaînes Vβ 
du TCR, dont la ligation induit une forte activation du LT. Des modèles TCR/ligands 
transgéniques ont démontré que les peptides du soi étaient également aptes à provoquer 
l’apoptose de leurs clones spécifiques 52. Le groupe d’Hogquist soucieux d’avoir une 
expression du TCR à un stade physiologique a confirmé que la délétion se déroulait au stade 
SP 53. 
Le mécanisme sous-tendant l’induction de mort n’est néanmoins pas clair. Cependant, 
plusieurs molécules ont été identifiées comme étant parties prenantes au processus. Par 
exemple, MINK (Misshapen-Nck-interacting kinase-related kinase) est un activateur en 
amont de la cascade des MAP (mitogen-activated protein) kinases dont la déficience entraîne 
une altération de la sélection négative 54. Il active les voies dépendantes des kinases JNK (c-
Jun N-terminal kinase) et p38 55, qui sont toutes deux impliquées spécifiquement dans la 
délétion clonale au cours du développement thymique 56. De plus, la surexpression de Bim 
(Bcl-2 interacting mediator) induite dans les thymocytes en apoptose n’a plus lieu en absence 
de MINK 54. Bim est une molécule centrale de la voie d’apoptose induite par le stress passant 
par la caspase 9. Son invalidation protège les cellules de la délétion induite par la ligation du 
TCR ou les superantigènes 57. Par contre, la voie d’apoptose en aval des récepteurs de mort de 
la famille des récepteurs au TNF (tumor necrosis factor), tels que Fas, semble peu impliquée 
dans la sélection négative, son interruption n’influençant pas le devenir des thymocytes 58. Un 
effet a toutefois été mis en évidence à fortes doses de peptides 59. Si la surexpression de Bcl-2 
(B cell leukemia) est capable d’inhiber la mort cellulaire dépendante de Bim induite par 
l’irradiation ou les glucocorticoïdes, elle est inefficace dans le cas de la délétion clonale 60. Il 
a été proposé que cette exception découle de l’action du récepteur aux stéroïdes Nur77, 
capable de convertir Bcl-2 en un facteur pro-apoptotique 61, et dont la déficience altère la 
sélection négative 62. 
 L’anergie 
Ramsdell et al. ont montré dans un modèle de chimères hématopoïétiques que l’expression 
d’antigènes par les TEC conduisait à une anergie des thymocytes spécifiques, et non à une 
élimination physique de ces cellules 63. Pour un LT, l’anergie est une absence de réponse à 
une stimulation antigénique immunogénique, un état réversible caractérisé par un défaut de 
prolifération et de fonctions effectrices. Cette inactivation fonctionnelle, bien qu’elle semble 
effective in vivo dans le cadre de la transplantation ou de la maladie du greffon contre l’hôte, 
n’est pas retrouvée in vitro pour les LT CD8+ 64, 65. On peut alors se demander si l’absence de  
40 
 
41 
 
réponse observée in vivo n’est pas la fruit d’une tolérance active plutôt que d’une induction 
centrale d’anergie. De plus, il a été montré que le maintien de cette tolérance est dépendant de 
la présence des antigènes concernés 66, ce qui serait cohérent avec les besoins homéostatiques 
des Treg. Hudrisier et al. ont tenté de répondre à cette question en déplétant les LT CD4+ : ils 
obtiennaient une persistance de la tolérance vis-à-vis de cibles syngéniques 67.  Ce résultat 
semble exclure un rôle des Treg (tout en éliminant pas les LT CD8+ suppresseurs ou NKT), et 
conforter le concept d’induction d’anergie. 
 La substitution du récepteur 
Un second réarrangement de la chaîne α du TCR peut éviter la mort par négligence à un 
thymocyte DP dont le premier TCR ne permet pas la sélection positive 68. Il a été proposé que 
les LT faisant co-habiter deux récepteurs soient utiles, notamment parce que le TCR non 
sélectionné pourrait avoir une réactivité contre des antigènes exogènes 69. Toutefois, 
l’exclusion allélique, par l’inhibition de l’expression des recombinases RAG, proscrit 
l’apparition d’un second récepteur αβ lorsque le premier s’est révélé fonctionnel. Un 
troisième scénario a été mis à jour par le groupe d’Hogquist dans le cas où une interaction 
forte s’établirait entre le thymocyte et la cTEC : celle de la substitution du récepteur 70. Dans 
un système transgénique où un peptide du non-soi est exprimé sélectivement par le cortex, les 
LT transgéniques pour un TCR ayant une forte affinité pour celui-ci ne peuvent se développer 
que si l’animal est capable d’exprimer les enzymes RAG.  Les LT DP invalidés pour RAG 
sont délétés, alors que ceux capables d’exprimer l’enzyme réactivent sa transcription. Le TCR 
transgénique est internalisé et remplacé par un nouveau récepteur de spécificité différente. 
La substitution de récepteur peut cependant présenter un risque : si le second réarrangement 
n’a pas lieu dans le même allèle que le premier, le TCR auto-spécifique n’est pas éliminé, et 
le LT peut exprimer deux récepteurs à sa surface. Ces cellules sont susceptibles de biaiser la 
sélection négative, de migrer en périphérie, et de provoquer une réponse auto-immune 71. 
 
• Les cellules présentatrices de l’antigène à l’origine de la tolérance centrale 
Le groupe de Singer a montré que l’anergie induite dans le thymus était le fait de cellules 
radiorésistantes, tandis que la délétion était accomplie par des cellules d’origine 
hématopoïétique 72. Il y a donc une compartimentalisation au sein du thymus des différents 
mécanismes collaborant à l’établissement de la tolérance centrale. 
 Les cellules épithéliales médullaires 
L’étude des souris transgéniques exprimant les molécules du CMH seulement au niveau du 
cortex ont montré que ce compartiment était inefficace à induire la tolérance, des clones auto- 
42 
 
 
extrait de Kyewski et al., Nat. Rev. Immunol. 2004 (4):688-98 
Figure 5 | Expression ectopique d’antigènes tissulaires dans les cellules épithéliales 
médullaires 
Les antigènes exprimés ectopiquement par les cellules épithéliales de la médulla représentent 
la majorité, voire la totalité des tissus parenchymateux, et correspondent à environ 5 à 10% 
des gènes connus actuellement. Cette expression est indépendante de l’âge et du sexe. Chaque 
cellule médullaire transcrit un nombre limité de gènes, avec une évolution au cours de sa 
différenciation. Une partie de cette expression ectopique est contrôlée par le facteur de 
transcription AIRE (auto-immune regulator), mais l’existence d’autres mécanismes de 
régulation est pressentie. 
 
43 
 
réactifs étant fréquemment retrouvés en périphérie 38. De plus, les animaux dont la médulla 
est absente ou désorganisée développent de l’auto-immunité 73, 74. Bien que ces animaux 
soient touchés par des désordres multiples, affectant également les cellules hématopoïétiques, 
des expériences de chimères ont montré que les défauts de la médulla jouaient un rôle 
important dans leur pathologie. En outre, les souris déficientes pour CCR7, dont la migration 
du cortex vers la médulla est interrompue, souffrent également de maladies auto-immunes 75. 
Les mTEC diffèrent des cTEC de par leur organisation et leur programme génique, une des 
particularités majeures des mTEC étant l’expression du facteur de transcription AIRE 
(autoimmune regulator) 76. L’activité d’AIRE se traduit par l’expression ectopique 
d’antigènes montrant normalement une spécificité tissulaire 77, 78. Il a été observé une 
hétérogénéité au sein de la population épithéliale médullaire dans les antigènes tissulaires 
exprimés. Outre le fait que chaque cellule n’exprime aléatoirement qu’une variété restreinte 
de ces antigènes 79, 80, il a été proposé que l’éventail des peptides évolue avec la maturation 81, 
82. De l’absence d’AIRE découle l’échappement de thymocytes auto-spécifiques à la délétion 
clonale 78. Sa déficience conduit d’ailleurs chez l’Homme à un syndrome auto-immun poly-
endocrinien baptisé APECED (autoimmune polyendocrinopathy- candidiasis-ectodermal 
dystrophy) 83, 84. En outre, l’implication d’une déficience dans l’expression ectopique d’un 
antigène a été démontrée dans de très nombreuses pathologies auto-immunes 85. Il est 
intéressant de noter que l’expression ectopique de certains antigènes est indépendante d’AIRE 
77, 82, suggérant l’existence de mécanismes complémentaires. Dernièrement, il a été montré 
que l’expression ectopique de Chrna1 était régulée, en plus de l’action d’AIRE, par IRF8 
(interferon regulatory factor 8) 86. Un variant du promoteur de ce gène qui code pour la sous-
unité α du récepteur musculaire à l’acétylcholine ne permet pas la fixation d’IRF8, ce qui 
entraîne la perte de l’expression dans les TEC in vitro. Ce variant allélique est associé chez 
l’Homme à une prédisposition à la myasthénie, pathologie auto-immune où des auto-anticorps 
contre cet antigène particulier sont produits. La présentation par les mTEC d’une vaste variété 
d’antigènes du soi permet donc de sélectionner négativement les LT auto-spécifiques. 
Comme identifié par les chimères hématopoïétiques, le rôle essentiel de l’épithélium 
médullaire semble résider dans l’induction d’anergie 72, cependant il peut assurer en sus une 
délétion clonale partielle 87, 88. 
 Les cellules dendritiques thymiques 
Plusieurs indices ont amené la communauté scientifique à soupçonner l’implication des CD 
dans la sélection négative : elles se localisent essentiellement dans la médulla 15, site identifié  
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de la délétion 89, et elles sont d’origine hématopoïétique, compartiment cellulaire 
indispensable à l’élimination des clones auto-spécifiques 72. On peut se demander comment 
ces cellules pourraient être en mesure d’impulser l’apoptose des LT CD8+ puisque, bien 
qu’elles expriment faiblement AIRE 77, elles n’ont pas les mêmes capacités d’expression 
ectopique d’antigènes que les mTEC. Gallegos et al. ont montré que les CD thymiques étaient 
capables d’effectuer une présentation croisée des antigènes des mTEC, c’est à dire d’appréter 
des peptides exogènes sur leurs molécules de CMH de classe I 88. En effet, dans des chimères 
où le peptide sélecteur est exprimé par les mTEC, mais ne peut être présenté que par les CD, 
la délétion clonale des LT CD4+ et CD8+ survient normalement. Du fait du faible nombre de 
mTEC exprimant un antigène donné, la présentation par les DC permet sans doute de 
multiplier les CPA susceptibles de croiser la route d’un LT auto-spécifique. 
 Les cellules épithéliales corticales 
Un rôle des cTEC dans la tolérance centrale, passant par la délétion clonale, a été défendu par 
certains groupes. Un des arguments avancé est que l’expression antigénique différente 
pourrait s’avérer complémentaire de celle des mTEC. Une élimination des cellules DP est 
observée dans nombre de modèles transgéniques où le ligand est exprimé au niveau du cortex 
53, 88. Cependant, cette apoptose n’est pas physiologique puisqu’elle ne survient que si le TCR 
est exprimé anormalement au stade DN2. Néanmoins, l’équipe de Mathis a obtenu une 
délétion clonale précoce dans un modèle de superantigènes 90. Dans des souris où la molécule 
de CMHII I-E n’est exprimée que corticalement, les clones T spécifiques sont absents de la 
périphérie.  On ne peut cependant pas exclure que cette observation soit le fruit de la 
substitution de récepteur pouvant permettre à un thymocyte auto-spécifique de changer son 
TCR, ou de l’expression résiduelle de CMH par les cellules interdigitantes de la médulla. 
Goldman et al. ont abordé différemment le problème en testant si un thymus où seul le cortex 
exprime les molécules de CMH peut induire une tolérance vis-à-vis de lui-même 91. Dans un 
modèle de greffe, les LT qui se sont développés dans un tel contexte tolèrent les cellules 
corticales transplantées alors qu’ils manifestent une réactivité contre les autres tissus. Ce 
résultat semble indiquer que le cortex est apte à établir une tolérance limitée. 
 
La bifurcation CD4/CD8 
 L’énigme 
Les LT αβ matures se divisent en deux sous-types fonctionnellement distincts, chacun 
restreint à une classe de molécules du CMH 92, 93 et distinguables sur l’expression de leur co-  
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récepteur, CD8 ou CD4. Ces derniers se lient respectivement à des segments conservés du 
CMH de classe I et de classe II 94, mais il ne s’agit pas là de la seule source de la restriction 
des LT. Chaque TCR montre en effet une capacité d’interaction exclusive avec un complexe 
peptide/CMH soit de classe I, soit de classe II. Lors du développement, les thymocytes 
passent par un stade DP où ils expriment simultanément les deux co-récepteurs. La perte 
d’une des deux molécules, signe de la mise en place d’un programme de différenciation vers 
le stade mature simple positif (SP) 95, se fait concomitamment à la sélection positive. La 
spécificité du TCR étant générée aléatoirement, le processus permettant de faire correspondre 
cette réactivité à l’expression du co-récepteur approprié a fait l’objet de nombreux travaux. 
 
 Les modèles proposés 
Il a été mis en évidence que la restriction au CMH des LT affectait leur différenciation en sus 
de leur fonction 96. En absence des molécules de classe I (respectivement II), aucune cellule 
CD8+ (respectivement CD4+) ne se développe. Deux thèses principales ont été d’abord 
avancées : celle d’une sélection positive décidant du destin du thymocyte, et une seconde où 
le LT DP est prédéterminé aléatoirement à un lignage et sélectionné par la suite. 
 
• La sélection 
Ce modèle propose que les thymocytes DP s’engagent aléatoirement dans un des deux 
lignages indépendamment de la spécificité du TCR, peu avant ou au moment de la sélection 
positive. Lorsque le co-récepteur exprimé se révèle incompatible avec l’identité génétique de 
la cellule, celle-ci serait éliminée ultérieurement par l’incapacité à recevoir un signal de survie 
dépendant de la bonne coordination de la spécificité du TCR et du choix du co-récepteur. 
Les travaux soutenant cette thèse se sont basés sur l’analyse du phénotype des cellules en 
train de perdre un de leur co-récepteur. Guidos et al. ont montré que cette disparition se faisait 
progressivement avec la maturation du lymphocyte 97. Deux groupes ont identifié des cellules 
exprimant un fort niveau de CD8 (CD8hi) et un niveau intermédiaire de CD4 (CD4int) dans 
des souris invalidées pour les molécules de CMHI 98, 99. De même des thymocytes 
CD4hiCD8int sont retrouvés dans des animaux déficients pour le CMHII 98, 100. Il en a été 
déduit que l’existence de ces cellules avec un phénotype « transitoire » en absence des 
molécules de CMH correspondantes était incompatible avec l’hypothèse d’une perte de 
récepteur instruite par la sélection positive. Cette interprétation a été mise à mal par la 
découverte que la transition DP vers SP était bien plus complexe que ce qui était soupçonné  
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extrait de Germain, Nat. Rev. Immunol. 2002 (2):309-22 
Figure 6 | Choix de lignage CD4/CD8 : les modèles instructifs et sélectifs 
Le modèle instructif propose que des signaux intracellulaires, biochimiquement distincts, sont 
générés par le TCR lorsqu’il est associé à CD4 ou à CD8. Ces signaux seraient suffisants à 
engager le thymocyte vers l’un des deux lignages, et l’appariement TCR/co-récepteur serait 
toujours pertinent puisque dans le cas inverse, le thymocyte ne progresse pas dans sa 
différenciation. D’autre part, le modèle sélectif suggère que le choix de lignage se fasse 
précédemment à la sélection positive et indépendamment de la spécificité du TCR. Les 
thymocytes malchanceux dont le TCR et le co-récepteur ne sont pas bien coordonnés seraient 
éliminés lors d’une étape de sélection où le bon assortiment des deux molécules procurerait 
un signal de survie. 
MHC : major histocompatibility complex ; TCR : T cell receptor 
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jusqu’alors, et qu’entre autres les thymocytes CD4hiCD8int constituaient un stade 
intermédiaire aux deux lignages 101, 102. 
• L’instruction 
Dans ce modèle, le choix de lignage s’effectue lorsque qu’un thymocyte DP bipotent subit la 
sélection positive. L’interaction du TCR, selon qu’il est accompagné de l’un ou l’autre des co-
récepteurs, induirait des signalisations intracellulaires différentes à l’origine de la mise en 
route du programme de différenciation. La spécificité du TCR et le co-récepteur seraient alors 
toujours bien appariés puisque seul un signal productif auquel participe le co-récepteur 
autoriserait la poursuite du développement. 
Les premiers arguments qui étayèrent ce modèle furent de nouveau ceux qui discréditaient la 
thèse concurrente. Il a été proposé que si le choix de lignage se faisait par sélection, 
l’expression forcée d’un co-récepteur, indépendante des évènements de la sélection positive, 
permettrait la survie des cellules ayant mal choisi leur co-récepteur et mènerait à des LT 
matures DP. Les premières expériences de ce type n’observèrent pas ce résultat et en 
conclurent que le modèle instructif était plus pertinent 103, 104. Cependant, en utilisant un TCR 
transgénique différent, le groupe de Robey réussit à obtenir, bien qu’avec une faible 
efficacité, des cellules matures CD4+ spécifiques du CMHI 105. Il proposa alors que la majorité 
des cellules T recevraient un signal instructif pendant la sélection positive et que la voie 
stochastique serait minoritaire. 
 
• Force et durée du signal 
Cette nouvelle hypothèse orienta les recherches vers un aspect plus moléculaire de la 
différenciation. Il avait été mis en évidence que la signalisation en aval des co-récepteurs était 
importante pour le développement 106. La création d’un co-récepteur chimérique, par échange 
des queues cytoplasmiques, combinée à l’expression d’un TCR transgénique aboutirent à 
l’obtention de cellules T matures montrant un désappariement de la spécificité du TCR et du 
co-récepteur 107. L’équipe de Robey proposa la première que l’intensité du signal en aval du 
co-récepteur soit un facteur déterminant du choix de lignage, notamment du fait d’une 
capacité différente à s’associer à la molécule adaptatrice Lck (leucocyte-specific protein 
tyrosine kinase) 108. Cette idée fut soutenue par plusieurs groupes 109, dont les travaux de 
Sharp et al. qui montrèrent qu’en manipulant la force de la signalisation des MAP kinases, ils 
pouvaient influencer la différenciation 110. La corrélation entre le fait qu’un signal intense 
promeuve la différenciation CD4 et la capacité de ce co-récepteur à s’associer à davantage de 
molécules Lck dans les LT DP 111 fut considérée comme probante.  
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extrait de Germain, Nat. Rev. Immunol. 2002 (2):309-22 
Figure 7 | Choix de lignage CD4/CD8 : le modèle force du signal 
Il est ici proposé que l’engagement vers les lignages CD4 et CD8 se fasse selon l’intensité ou 
la durée de la signalisation du TCR, un signal fort ou soutenu orientant vers un devenir CD4. 
L’association moins importante entre CD8 et la molécule adaptatrice Lck soutient cette thèse. 
Il est envisagé que dans de rares cas, une signalisation inappropriée conduirait au 
mésappariement de la spécificité du TCR et du co-récepteur. Les cellules mourraient alors 
lors d’une étape de sélection ultérieure, semblable à celle décrite dans le modèle stochastique. 
Lck : leucocyte-specific protein tyrosine kinase ; MHC : major histocompatibility complex ; SP : 
single positive. ; TCR : T cell receptor 
51 
 
Cependant, différentes équipes ont rapporté que la seule force du signal influençait 
quantitativement la sélection positive plutôt que le choix de lignage 112, 113. Il avait en outre 
été montré que manipuler la durée du signal pouvait également permettre de choisir entre 
devenir CD4+ ou CD8+ 109. L’interprétation de ces données donna lieu à une évolution du 
modèle force du signal vers le modèle cinétique dont les principaux instigateurs furent les 
groupes de Singer et de Germain. Ainsi, d’une part Brugnera et al. montrèrent que la sélection 
positive est suivie d’une diminution de la transcription de Cd8 qui aboutit à un stade 
CD4+CD8lo commun aux lignages CD4 et CD8 114. Ils proposèrent que cette répression 
entraînerait une interruption de la signalisation entre le TCR et le CMHI qui induirait une 
reprise de l’expression de CD8 et l’engagement vers ce lignage. Au contraire lorsque le TCR 
serait spécifique du CMHII, la signalisation resterait forte et soutenue du fait du maintien de 
l’expression de CD4. D’autre part, Yasutomo et al. utilisèrent un modèle de culture en deux 
temps 115. La première étape consiste à cultiver des LT DP, dont le TCR est transgénique, 
issus d’un animal incapable de mener à bien la sélection positive, avec des CPA chargées du 
peptide adéquat. Les cellules sélectionnées sont isolées sur la base de leur phénotype activé, et 
remises en culture avec des CD aptes à interagir avec les thymocytes et des cellules 
thymiques stromales. Ce protocole procure l’avantage de séparer le signal qui initie la 
sélection positive de celui qui permettrait l’acquisition du phénotype mature. Il a démontré 
que la durée d’exposition au premier signal déterminait la différenciation, une exposition 
courte favorisant le lignage CD8, et réciproquement. 
 
 La décision vue de l’intérieur : les bases moléculaires 
• Identification de l’aiguilleur Th-POK  
En 1998, l’équipe de Kappes caractérisa une souris, baptisée HD (helper T cell deficient), 
dépourvue de tout LT SP CD4+ thymique ou périphérique suite à une mutation spontanée 116. 
Il fut mis en évidence que les thymocytes restreints par le CMHII n’étaient pas bloqués dans 
leur développement mais étaient en fait redirigés vers le lignage CD8, et ce indépendamment 
de l’affinité du TCR 117. L’impossibilité à se différencier en LT CD4+ semble donc ici 
distincte de l’influence de la sélection positive. Le gène en question fut identifié comme étant 
le facteur de transcription Th-POK (T helper-inducing POZ-Krüppel factor)118. Son 
expression est détectée à partir du stade DP, chez les cellules sélectionnées, puis fortement 
augmentée dans les cellules CD4+CD8lo et SP CD4+ 118, 119. Elle est ensuite maintenue dans 
les LT CD4+ matures, suggérant un possible rôle post-développemental. L’expression 
constitutive de Thpok aboutit à la génération exclusive de LT CD4+, même dans un système  
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où le TCR est spécifique du CMHI 119. Dans ce cas, comme dans celui des souris HD, la 
diversion inclut l’expression de marqueurs caractéristiques des lignages, tels que GATA-3 ou 
la perforine, ce qui montre que Th-POK influence le processus de différenciation dans son 
ensemble, et pas seulement l’expression des co-récepteurs. Le fait qu’il soit nécessaire et 
suffisant pour l’engagement vers le lignage CD4 supporte un processus instructif où la force 
du signal régulerait l’induction de Th-POK. En outre, le fait que le seul défaut de Th-POK 
suffise à la redirection vers le lignage CD8 semble suggérer qu’il s’agisse là d’un choix par 
défaut. Cependant, il a récemment été identifié une séquence inhibitrice régulant l’expression 
de Th-POK 120. Les auteurs ont proposé qu’une signalisation intense en aval du TCR 
inactiverait cet élément et permettrait l’engagement vers le lignage CD4, tandis que le 
maintien de son activité orienterait vers le lignage CD8. 
 
• GATA-3 et la différenciation CD4 
GATA-3 est un facteur de transcription à doigts de zinc dont la surexpression inhibe 
sélectivement la différenciation CD8, et dont l’absence entrave le développement des LT 
CD4+ sans permettre un ré-aiguillage 121. Le fait qu’il soit incapable de diriger seul des 
thymocytes vers le lignage CD4 suggère qu’il participe à la mise en place de l’identité CD4 
sans être partie prenante du choix de lignage. La surexpression de GATA-3 est induite par la 
stimulation du TCR, et est fonction de la force du signal. 
• La régulation transcriptionnelle des co-récepteurs 
Il a été mis en évidence que la modulation de l’expression de CD4 et de CD8 se fait par des 
mécanismes distincts. La transcription de Cd4 est contrôlée par une séquence inhibitrice 
spécifiquement active dans les thymocytes SP CD8+ 122, 123. L’activité de ce « silencer » n’est 
requise qu’à une étape précise du développement : si son excision avant la sélection positive 
induit une dérépression de Cd4 tout au long du développement, cette délétion est inopérante 
sur les cellules engagées dans le lignage CD8 124. L’extinction de Cd4 devient donc 
indépendante de ce mécanisme chez les cellules cytolytiques, et doit être assurée 
différemment. La régulation de Cd8 semble par contraste nécessiter la coopération successive 
de plusieurs séquences activatrices 125-127. Cinq éléments différents ont été jusqu’ici identifiés, 
actifs à des stades distincts de la différenciation. La délétion d’une seule de ces séquences n’a 
pas d’effet sur l’expression de Cd8, suggérant une redondance dans leur fonction 126. 
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Figure 8 | Choix de lignage CD4/CD8 : vue de l’intérieur 
L’activité du facteur de transcription Th-POK est nécessaire et suffisante pour l’engagement 
vers le devenir CD4, indépendamment de la spécificité du TCR. Son expression est toutefois 
régulée par une séquence inhibitrice à laquelle se lient les facteurs Runx. La force (ou durée) 
de la signalisation en aval du TCR influencerait le choix de lignage CD4/CD8 par 
l’intermédiaire de co-répresseurs X non encore identifiés. 
Runx : runt-related transcription factor ; TCR : T cell receptor ; Th-POK : T helper-inducing POZ-
Krüppel factor. 
 
 
 
CD8 
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• Les facteurs de transcription Runx 
Les facteurs Runx sont connus pour interagir aussi bien avec des molécules inhibitrices 
(histones déacétylases, corépresseurs) qu’activatrices (histone acétylase), et pour être 
fortement impliqués dans le développement thymique. La déficience de Runx1 et de Runx3  
induit une diminution marquée des thymocytes matures SP CD8+ 128. Les premiers travaux 
ont découvert des sites de liaison des facteurs Runx dans la séquence inhibitrice de Cd4 129. 
La délétion de deux de ces sites consensus abrogeait d’ailleurs complètement la répression de 
ce gène dans les LT SP CD8+ 130. Runx3, dont la protéine n’est retrouvée que chez les cellules 
T CD8+, semble être l’acteur majeur de cette extinction puisque son absence, contrairement à 
celle de Runx1 ou 2, provoque la perte de la régulation. D’autre part, Runx1 pourrait être 
impliqué dans le contrôle transcriptionnel de Cd8 : sa délétion conditionnelle provoque la 
perte partielle de l’expression de CD8 au stade DP 130, et il est capable d’interagir avec une 
des séquences activatrices du gène 131. 
Outre leur rôle dans la régulation de l’expression des co-récepteurs, les facteurs Runx sont 
depuis longtemps soupçonnés d’être des acteurs du choix de lignage CD4 versus CD8. Ce 
n’est que très récemment que cette intuition a pu être confirmée. L’équipe de Taniuchi a 
décrit la redirection de thymocytes restreints au CMHI vers le lignage CD4 suite à la perte des 
facteurs Runx 132. Elle a surtout identifié un site de liaison à Runx au sein du locus Thpok, et 
montré que celui-ci agissait comme une séquence inhibitrice. Le fait que Runx soit associé à 
cette séquence dans des cellules transcrivant Th-Pok suggère que d’autres facteurs seraient 
nécessaires à l’inhibition. Il est possible que la force (ou durée) du signal en aval du TCR 
influence l’expression ou la disponibilité de ces co-répresseurs. Ce résultat confirme que la 
différenciation CD8 ne se fait pas par défaut comme cela avait été proposé mais nécessite la 
répression active du lignage CD4.
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2. LA TOLERANCE PERIPHERIQUE 
 
L’existence de clones T auto-spécifiques circulant en périphérie a été mise en évidence par 
des expériences de fractionnement des populations lymphocytaires (cf chapitre3). Elle est le 
signe de l’efficacité seulement partielle de la tolérance centrale. La présence de ces 
lymphocytes chez un individu sain implique que des mécanismes sont mis en place par 
l’organisme pour les neutraliser. On peut les séparer en deux catégories : ceux que l’on 
qualifie de passifs qui résultent des caractéristiques physiologiques des tissus sains, tandis que 
les mécanismes actifs sont assurés par des populations immunitaires régulatrices. 
 
Tolérance passive et privilège immun 
 
Le concept d’immunoprivilège est né, il y a plus de 130 ans, lorsqu’un ophtalmologiste 
observa la prise d’une greffe de peau murine placée dans la chambre antérieure de l’œil d’un 
chien 133. On sait aujourd’hui que plusieurs tissus possèdent un statut immunologique 
particulier, qui les préserve des atteintes que pourraient causer une inflammation. Il s’agit du 
cerveau, de la chambre antérieure de l’œil, de la cornée, des follicules pileux, des testicules et 
de l’utérus en gestation. Cette évolution permet de protéger des tissus cruciaux pour la survie 
de l’organisme, au faible pouvoir de régénération ou qui sont le siège temporaire d’une 
allogénicité. Les autres organes et tissus ne sont pas pour autant dépourvus, et les mécanismes 
de régulation qui s’y déroulent font qu’un tissu sain peut être considéré comme un site 
temporairement immunoprivilégié. 
 
• L’ignorance 
L’ignorance réside principalement dans la séquestration des antigènes pour que les cellules 
immunitaires ne puissent atteindre certains tissus et dans la prévention de leur présentation. 
La constatation de l’absence de drainage lymphatique conventionnel dans le cerveau, la 
chambre antérieure de l’œil et l’endomètre ont été corrélés au statut immunoprivilégié de ces 
tissus 133. Cependant, ces derniers ne sont pas réellement isolés du système immunitaire, en 
particulier l’utérus, leur accès est seulement moins favorisé que la normale. La barrière 
hémato-encéphalique constitue en outre un filtre supplémentaire limitant l’accessibilité au 
système nerveux central. Par ailleurs, les molécules de CMHI classiques sont absentes ou 
faiblement exprimées sur les cellules nerveuses, oculaires 134, 135 ou trophoblastiques. Cette  
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déficience exclut toute attaque cytotoxique par les LT CD8+ 136. Toutefois, elle les rend 
potentiellement vulnérables à la lyse par les cellules NK, lymphocytes majoritairement 
représentés dans l’utérus gravide. L’expression de molécules de CMH de classe Ib, comme 
HLA-E et HLA-G, à la surface des cellules de la cornée, de la rétine et du trophoblaste 
extravilleux prévient l’activation des lymphocytes NK par l’interaction avec le récepteur 
inhibiteur CD94/NKG2 137, 138. 
Par ailleurs, l’ignorance jouerait un rôle important dans la période néonatale où les cellules 
régulatrices T CD4+Foxp3+ (Treg) ne sont pas encore apparues. Un défaut de présentation par 
les CPA professionnelles a en effet été mis en évidence lors des premières semaines de vie 139. 
Cette déficience pourrait participer au délai dans le développement de l’auto-immunité dans 
les animaux génétiques susceptibles 140. 
• L’anergie 
Les CD immatures présentes dans les organes lymphoïdes secondaires et les tissus 
périphériques induisent l’anergie des LT qu’elles rencontrent par l’absence des molécules de 
co-stimulation CD80 et 86 à leur surface 141, 142. En effet, l’interaction avec CD28 induit 
l’hétérodimère AP-1 (activator protein 1), qui se complexe avec le facteur de transcription 
NFAT (nuclear factor of activated T cell), activé par la signalisation calcique soutenue qui 
suit l’engagement du TCR. Un programme transcriptionnel alternatif est accompli par NFAT 
en absence d’AP-1, conduisant à l’incapacité du LT d’engager une réponse proliférative, de 
produire de l’IL-2 ou de se différencier, et à la synthèse d’IL-10 143.  
Les CD immatures expriment par ailleurs PD-L1 (program death ligand 1), une molécule de 
co-stimulation inhibitrice dont le récepteur est exprimé par les LT et LB activés 144. PD-L1 est 
également présent sur des cellules non lymphoïdes, comme les cellules β des îlots de 
Langherans, les cellules gliales ou placentaires. L’interaction PD-1/PD-L1 inhiberait la 
prolifération et la sécrétion de cytokines. Un autre rétro-contrôle négatif est l’induction de 
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) à la surface des LT après stimulation 145. Son 
affinité supérieure à celle de CD28 pour CD80/86 permet de passer d’une signalisation 
activatrice à inhibitrice et de limiter l’expansion et l’activité des clones T engagés dans la 
réponse. 
Des médiateurs solubles anti-inflammatoires sont du reste sécrétés par les tissus. Le MIF 
(macrophage migration inhibitory factor) qui paralyse la fonction cytotoxique des cellules 
NK, le VIP (vasoactive intestinal peptide) qui inhibe l’activation et la prolifération de LT, ou 
le TGF-β (transforming growth factor β), cytokine cytostatique, sont entre autres présents 
dans l’humeur aqueuse de l’œil, le cerveau et le placenta 133. L’enzyme du catabolisme du  
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extrait de Walker et al., Nat. Rev. Immunol. 2002 (2):11-9 
Figure 9|Les mécanismes de la tolérance passive 
a|L’ignorance consiste à limiter l’accès des cellules immunitaires à certains tissus ou la 
présentation antigénique. b|L’anergie des clones T auto-spécifiques est principalement 
provoquée par l’interaction avec les cellules dendritiques immatures. Par ailleurs, l’induction 
de CTLA-4 à la surface des lymphocytes activés conduit à une signalisation inhibitrice qui 
restreint l’expansion des lymphocytes participant à une réponse. c|La diversion 
phénotypique est la mise en place d’une réponse effectrice non pathogène, et parfois 
inadaptée. Certains tissus orientent par ailleurs les réponses vers une composante humorale 
prédominante de manière à contenir l’inflammation. d|Une stimulation antigénique répétée 
amène l’expression de FasL (Fas ligand) qui en se liant à Fas provoque la mort du 
lymphocyte. 
APC : antigen presenting cell ; CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen 4 ; MHC : major 
histocompatibility complex ; FasL : Fas ligand ; PD-1 : programmed cell death 1 ; PDL : PD-1 ligand ; 
TCR : T cell receptor ; Th : T helper. 
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tryptophane IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) est aussi synthétisée par les cellules 
trophoblastiques et oculaires. La déplétion de cet acide aminé essentiel, jointe à la synthèse de 
catabolites suppressives, entraîne un arrêt de la prolifération des LT, voire leur apoptose. Le 
TGF-β relargué par les cellules épithéliales et mésenchymateuses de l’intestin joue par 
ailleurs un rôle fondamental dans la tolérance orale 146. 
 
• La délétion 
L’élimination des clones T auto-réactifs semble constituer le plus sûr moyen de préserver 
l’organisme. Or il a été montré que des stimulations réitérées par l’antigène conduisaient à 
l’expression du ligand du récepteur de mort Fas (FasL) par les LT. Ces cellules expriment 
déjà constitutivement Fas, ce qui entraîne l’activation de la voie pro-apoptotique en aval 147, 
148. Un défaut dans la voie de Fas est d’ailleurs associé chez l’Homme à un syndrome auto-
immun lymphoprolifératif 149. De même les modèles murins du syndrome lupique 
lymphoprolifératif, les souris MLR/lpr et gld, supportent respectivement des défauts de Fas et 
de FasL 150, 151. Par ailleurs, les cellules fœtales et déciduales ainsi que les neurones, les 
astrocytes, la microglie et les oligodendrocytes expriment constitutivement FasL 152, 153. Les 
cellules de l’endothélium vasculaire du système nerveux central limiteraient également 
l’extravasion des cellules inflammatoires par ce biais 154. Un autre membre de la famille du 
TNF (tumor necrosis factor) est retrouvé à la surface des cellules de l’œil ou du fœtus : la 
molécule pro-apoptotique TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) qui induit la mort 
des macrophages et des neutrophiles 155, 156. 
 
• La déviation immune et la diversion phénotypique 
Ces deux mécanismes sont basés sur l’orientation vers une réponse immune peu agressive, 
inadaptée ou favorable aux cellules qui la promeuvent. 
La déviation immune est le processus selon lequel un tissu manipule la réponse pour se 
préserver des lésions inflammatoires, ce qui aboutit à privilégier la fonction humorale et 
inhiber l’inflammation et la cytotoxicité. L’exemple le plus étudié est celui de la chambre 
antérieure de l’œil, où l’introduction d’un antigène soluble induit une tolérance systémique à 
celui-ci 133. De nombreuses cellules oculaires sont complètement différenciées et ont perdu la 
capacité à proliférer ; les dommages causés par une réaction inflammatoire s’avèreraient donc 
irréversibles. Il s’agit d’un mécanisme complexe débutant par la capture de l’antigène par des 
CPA tolérogènes qui migrent par la circulation veineuse jusqu’au thymus où elles induisent 
des lymphocytes NKT 133. Ceux-ci vont rejoindre la rate, où à leur tour ils favorisent la  
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génération de LT CD8+ suppresseurs en collaboration avec les APC tolérogènes issues de 
l’oeil. Tout ceci aboutit à l’inhibition des réactions inflammatoires de type I et II, tout en 
autorisant la réponse humorale IgG1 (immunoglobuline G1). Un phénomène semblable a lieu 
dans la sphère intestinale où le TGF-β maintient la tolérance vis-à-vis de la flore commensale 
et des antigènes alimentaires, et favorise de surcroît la commutation de classe vers les IgA, 
qui sont une des bases de l’immunité mucosale 146. L’induction de la tolérance orale prévient 
toute induction postérieure de réaction inflammatoire contre l’antigène concerné. Dans les 
muqueuses en contact permanent avec les antigènes du non-soi, la problématique est d’éviter 
que ces stimulations répétées aboutissent à un état inflammatoire incontrôlable et nuisible 
pour les tissus. 
D’autre part, la diversion phénotypique est l’orientation, notamment par la sécrétion de 
cytokines, vers une réponse qui bien qu’effectrice est non pathogène ou inadaptée. Ainsi, la 
mise en place d’une réponse Th2 (T helper 2) peut s’avérer protectrice contre les pathologies 
de type I 157, et vice-versa. L’illustration en est donnée par l’étude des rats Brown Norway et 
Lewis, dont la réponse immune est génétiquement orientée 158. Le premier, qui développe 
préférentiellement une réponse de type I, n’est pas susceptible aux désordres de type 
allergique et aux infections parasitaires, tandis que le second, dont la réponse est orientée 
Th2, est résistant à l’induction de l’EAE (encéphalite auto-immune expérimentale). Cette 
diversion de la réponse est couramment utilisée comme mécanisme d’échappement par les 
cellules tumorales et les agents infectieux qui favorisent une réponse inadaptée à leur 
élimination 159, 160. 
 
Les acteurs de la tolérance active 
 
Les cellules myéloïdes tolérogènes 
• Les cellules myéloïdes suppressives 
Une population hétérogène de cellules exprimant CD11b et GR1, à différents stades de 
maturation, composent les cellules myéloïdes suppressives 161. Elles incluent des monocytes, 
des granulocytes et des précurseurs immatures, qui peuvent se différencier en CD, en 
macrophages (CD11b+GR1+) ou en cellules « macrophage-like » (CD11b+GR1-) suivant les 
conditions environnementales. La cohérence de cette population repose en fait sur des 
fonctions suppressives communes passant par des mécanismes particuliers. Le principal est la 
manipulation du métabolisme de l’arginine, acide aminé essentiel dans certaines situations.  
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Comme pour le tryptophane, la dégradation de l’arginine induit un arrêt de la prolifération, 
voire l’apoptose, des LT du fait de la déprivation du milieu et de la production de catabolites 
suppressives. Deux enzymes sont impliquées : l’arginase-1 et NOS2 (nitric-oxide synthase 2), 
la première étant induite par les cytokines de type II, la seconde, par les cytokines de type I. 
Elles produisent respectivement de l’urée et de l’oxyde nitrique. L’activité de l’arginase-1 
semble conduire à une inhibition traductionnelle de CD3ζ , bien que le mécanisme sous-
jacent reste incertain. De plus, la diminution de la concentration d’acide aminé et l’urée sont 
connues pour inhiber la voie de survie Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin). L’oxyde 
nitrique, quant à lui, interfère avec la signalisation en aval du récepteur à l’IL-2, tandis que les 
espèces réactives de l’oxygène peuvent déclencher la mort cellulaire. Les cellules myéloïdes 
suppressives participeraient de la sorte à un rétrocontrôle des réponses T initié par les 
cytokines de type I et II. D’autre part, Terabe et al. ont décrit que la sécrétion d’IL-13 par les 
NKT induit la production de TGF-β par les cellules myéloïdes suppressives 162. 
Les cellules tumorales ont détourné les propriétés immunosuppresives des cellules myéloïdes 
suppressives à leur avantage. Leur recrutement passe par le sécrétion de CSF-1 (colony 
stimulating factor), de GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor) et de 
VEGF (vascular endothelial growth factor), tandis que l’IL-10 maintient le phénotype 
immature des cellules myéloïdes suppressives 163. Une production accrue d’oxyde nitrique a 
en outre été relevée dans de nombreux cancers, ce qui pourrait contribuer à la croissance 
tumorale, à la néo-angiogénèse, à la métastatisation et à l’échappement.  
 
• Les macrophages de type 2 
Les macrophages de type 2 (M2) ont la particularité d’avoir été activés dans un contexte Th2 
164. Ces cellules produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et le TGF-β, 
de la prostaglandine E2 et l’antagoniste du récepteur à l’IL-1β. L’activation du récepteur 
nucléaire PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma) amplifierait la 
différenciation alternative des monocytes en macrophages M2 165. Ces cellules contribueraient 
à la prévention du diabète de type 2, or la déficience sélective de PPARγ dans les 
macrophages provoque chez la Souris une insulino-résistance. Par ailleurs, ces macrophages 
alternatifs ont été retrouvés récemment dans les plaques d’athérosclérose, où leur déficience 
est soupçonnée comme étant un facteur aggravant 166. Enfin, la plupart des macrophages 
associés aux tumeurs sont de type 2 167. La tumeur sécrète des facteurs chimiotactiques, 
comme CCL2, qui induisent le recrutement des monocytes circulants. Le contexte tumoral  
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modifié de Zitvogel et al., Nat. Rev. Immunol. 2006 (6):715-27 
Figure 20|Les cellules myéloïdes tolérogènes dans la tolérance active 
a|Les cellules myéloïdes suppressives constituent une population hétérogène utilisant le 
métabolisme de l’arginine pour appauvrir le milieu et générer des molécules inhibitrices de la 
prolifération, voire de la survie, des lymphocytes T (LT). b|La sécrétion d’interleukine 13 
(IL-13) par les cellules NKT induit la synthèse de TGFβ par les cellules myéloïdes 
suppressives. c|Le catabolisme d’un autre acide aminé essentiel, le tryptophane, est 
manipulé par les cellules dendritiques (CD) tolérogènes CD19+. L’enzyme IDO est induite 
par l’interaction avec CTLA4 porté par les cellules T régulatrices naturelles (Treg). d|Les 
CD plasmacytoïdes, suite à la stimulation de TLR9, promeuvent la génération de lymphocytes 
Tr1 CD8+ et de Treg. e|Le contact avec les CD immatures conduit les LT à devenir 
anergiques. De plus, en présence d’IL-10, une différenciation en cellule Tr1 est favorisée. 
f|Au niveau de la muqueuse intestinale, des CD CD103+ sécrètent de l’acide rétinoïque, qui 
combiné au TGFβ, permet la génération de novo de Treg. g|Les macrophages de type 2 
relarguent des cytokines anti-inflammatoires et de la prostaglandine E2 (PGE2) qui inhibent 
la prolifération, la différenciation et les fonction effectrices des LT conventionnels. 
APC : antigen presenting cell ; ARG : arginase ; CTL : cytotoxic T lymphocyte ; CTLA4 : CTL 
antigen 4 ; DC : dendritic cell ; IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase ; IFN : interferon ; MHC : major 
histocompatibility complex ; M-CSF : macrophage colony stimulating factor ; MSC : myeloid 
suppressive cell ; NKT : natural killer T cell ;  NOS : nitric oxide synthase ; pDC : plasmacytoid 
dendritic cell STAT : signal transducer and activator of transcription ; TCR : T cell receptor ; TGFβ : 
transforming growth factor β ; TLR : Toll-like receptor ; VEGF : vascular endothelium growth factor 
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oriente alors ces cellules vers l’activation alternative. De par leurs propriétés anti-
inflammatoires, les macrophages M2 participent à la croissance tumorale et à l’échappement. 
Guiducci et al. ont d’ailleurs montré qu’une déviation phénotypique des macrophages 
infiltrants vers le type I participait à la restauration d’une réponse anti-tumorale efficace 168. 
 
• Les cellules dendritiques tolérogènes 
Le rôle central joué par les CD dans le maintien de la tolérance ne se limite pas à l’anergie 
provoquée par l’absence de signaux de co-stimulation sur les CD immatures. Ces dernières 
sont également capables de produire du TGF-β, qui pourrait à la fois concourir à la 
tolérisation des LT et au maintien de leur propre statut 169. Des CD matures participent 
également à la tolérance. Ainsi, le maintien de l’homéostasie des muqueuses passe par 
l’induction de CD tolérogènes et souvent productrices d’IL-10. La génération de ces cellules 
peut par exemple être obtenue par administration intra-nasale d’un antigène 170. Outre la 
sécrétion de cytokines immunosuppressives, leur action comprend l’induction de lymphocytes 
régulateurs. Akbari et al. ont montré que l’expression de la molécule de co-stimulation 
ICOSL (inducible costimulator ligand) à la surface de ces DC permettait la conversion de LT 
vers le phénotype suppresseur 171. En outre, il a été mis en évidence que les cellules de 
Langerhans acquièrent la propriété de générer des Treg après l’engagement de RANK 
(receptor activator of NFκB) par son ligand, surexprimé par les kératinocytes exposés aux 
rayons ultraviolets 172. L’activation de cette molécule de co-stimulation conduit par ailleurs 
les CD des plaques de Peyer à sécréter de l’IL-10 146. Les tissus lymphoïdes associés à 
l’intestin sont le siège privilégié de la génération extrathymique des Treg. La population de 
CD CD103+, par la sécrétion d’acide rétinoïque, est au cœur de ce processus 173, 174. Par 
ailleurs les CD plasmacytoïdes participe pareillement à la génération de Treg : des CD 
plasmacytoïdes matures à la suite de la stimulation du TLR9 (Toll-like receptor 9) induisent 
en culture des LT CD4+Foxp3+ fonctionnels 175. De plus, le groupe de Bromberg a démontré 
que lors d’un allogreffe cardiaque, les CD plasmacytoïdes capturaient les alloantigènes, 
migraient vers les nœuds lymphatiques et généraient des Treg 176. Dans les animaux rejetant 
la greffe, ces cellules sont retrouvées uniquement dans la rate, et l’inhibition de la migration 
des CD plasmacytoïdes vers les ganglions inhibe la tolérance mise en place par le 
conditionnement du donneur (transfusion et anti-CD40).  Le fait que les CD plasmacytoïdes 
tolérogènes ne soient retrouvées que dans la rate reste inexpliqué : s’agit-il d’un sous-type 
cellulaire ou les nœuds lymphatiques constituent-ils un environnement conditionneur ? Une 
population proche des CD plasmacytoïdes, les CD CD19+ est caractérisée par la capacité  
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extrait de Morelli et al., Nat. Rev. Immunol. 2007 (7) :610-21  
Figure 31 | La génération de cellules dendritiques tolérogènes in vitro 
Les cellules dendritiques sont générées en culture à partir de précurseurs de la moelle osseuse 
chez les Rongeurs, et de monocytes du sang chez l’Homme. Elles sont rendues tolérogènes 
par l’exposition à des cytokines, des facteurs de croissance ou des molécules 
pharmacologiques, ou par ingénierie génétique. Ces cellules ne stimulent pas la réponse 
effectrice, mais en outre elle participent à la tolérance active en induisant l’anergie ou 
l’apoptose des lymphocytes conventionnels, et la génération de cellules T régulatrices. 
CCR7 : CC-chemokine 7 ; CTLA4-Ig : cytotoxic T lymphocyte antigen-immonuglobulin fusion 
protein ; DC : dendritic cell ; GM-CSF : granulocyte macrophage colony-stimulating factor ; HO1 : 
heme oxygenase 1 ; IDO : indoleamine 2,3 dioxygenase ; IκB : inhibitor of NF-κB ; IL : interleukin ; 
ILT : immunoglobulin-like transcript ; MHC : major histocompatibility complex ; NF-κB : nuclear 
factor κB ; ODN : oligodeoxynucleotide ; PDL1 : programmed cell death ligand 1 ; PGE2 : 
prostaglandin E2 ; TGFb1 : transforming growth factor 1 ; TNFR : tumor necrosis factor receptor ; 
VEGF : vascular endothelial growth factor 
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d’exprimer l’enzyme du catabolisme du tryptophane, IDO 177. Cette expression, induite par la 
stimulation du TLR9 177 ou l’interaction avec CTLA-4 porté par les Treg 178, provoque un 
arrêt de la prolifération des LT, voire leur mort.  
Les CD immatures étant incapables d’être à l’origine d’une réponse immunitaire productive, 
la création d’un micro-environnement qui les maintient à ce stade est une stratégie 
suppressive. De plus, les CD myeloïdes matures peuvent devenir réfractaires à l’influence des 
Treg 179, 180. Par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, les Treg empêchent 
l’acquisition des fonctions présentatrices par les CD. De nombreuses molécules relarguées par 
les cellules tumorales visent également les CD. Ainsi, l’exposition à des facteurs tels que l’IL-
10, le TGF-β, la prostaglandine E2, ou le VEGF inhibe la maturation des CD 181. En outre, 
l’IL-6, le MCF ou le GM-CSF détournent les monocytes vers un lignage macrophagique, 
cellules plus favorables à la croissance tumorale. 
L’induction de tolérance par le transfert de CD tolérogènes est une stratégie extensivement 
explorée. De nombreux traitements inhibant les fonctions activatrices (molécules de co-
stimulation, IL-12) ont été proposés : les cytokines anti-inflammatoires, les inducteurs d’AMP 
(adénosine monophosphate) cyclique, la forme active de la vitamine D3, les glucosamines ou 
les drogues immunosuppressives 182. Ces cellules ont l’avantage de pouvoir être à l’origine 
d’une tolérance spécifique, en étant chargées ex vivo avec des peptides d’intérêt, ou du fait de 
leur origine dans le cas de CD allogéniques. La délivrance in vivo de protéines est 
pareillement une possibilité, par exemple via la conjugaison à l’anticorps anti-DEC205. Il a 
été démontré que l’administration d’une telle protéine aboutissait à la délétion des clones 
CD8+ spécifiques et à une résistance à l’immunisation par l’antigène d’intérêt 183. 
  
Les populations lymphocytaires suppressives 
Les lymphocytes NKT 
Une sous-population de LT naturels, a été définie sur l’expression de récepteurs 
habituellement exprimés par les cellules NK (natural killer), et appelée NKT. Elle se divise en 
trois groupes, le plus représenté étant celui des iNKT (invariant NKT), CD4+ ou CD4-CD8-, 
qui arborent un répertoire très restreint, la majorité exprimant la recombinaison Vα14/Jα18 
pour la Souris, Vα24/Jα18 pour l’Homme. Ce TCR est spécifique de glycolipides présentés 
par la molécule de CMHI non classique, CD1d. Les deux autres sous-groupes minoritaires 
comprennent les NKT de type II, qui sont restreintes à CD1d mais montrent un panel de TCR 
plus varié, et les NKT de type III qui ne sont pas restreintes à CD1d. 
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modifié de Van Kaer et al., Nat. Rev. Immunol. 2005 (5):31-42 
Figure 42 |Capacités inhibitrices des cellules iNKT : exemple d’une pathologie auto-
immune de type 1 
Lorsque les lymphocytes iNKT sont activés dans un environnement qui les conduit à sécréter 
des cytokines de type 2, leur action devient régulatrice dans une maladie auto-immune 
orientée Th1. L’injection d’α-GalCer soluble permet d’obtenir de telles cellules dans des 
modèles murins. La production d’IL-4 et 13 oriente la différenciation des LT CD4+ naïfs vers 
le phénotype Th2, alors que combinée au GM-CSF, elle promeut la génération de CD 
tolérogènes. En outre, l’IL-4, l’IL-10 et le TGF-β ont un effet suppresseur direct sur les LT 
effecteurs Th1. Enfin la sécrétion d’IL-2 soutient l’expansion du compartiment régulateur 
Foxp3+. 
APC : antigen presenting cell ; GM-CSF : granulocyte macrophage colony stimulating factor ; IL : 
interleukin ; iNKT cell : invariant natural killer T cell ; TCR : T cell receptor ; TGF : transforming 
growth factor ; Th : T helper ; α-GalCer : α-galactosylceramide. 
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Une de leurs caractéristiques est de produire à la fois des cytokines de type I, TNF et IFN-
γ (interféron γ), et de type II, IL-4 et IL-13. Les iNKT peuvent ainsi orienter la réponse 
immune, bien que les facteurs qui déterminent cette polarisation ne soient pas bien compris. 
L’environnement cytokinique pourrait être un paramètre important : l’IL-12 sécrétée par les 
CD activées amènerait les iNKT à synthétiser préférentiellement de l’IFN-γ 184. La nature du 
glycolipide ou le contexte de présentation auraient aussi une influence. Ainsi, le groupe de 
Steinman a montré que si l’administration d’α-GalCer (α-galactosylceramide), un agoniste 
fort des iNKT, induit le relarguage de grandes quantités de cytokines, en commençant par 
l’IL-4, l’injection de CD chargées avec l’α-GalCer provoque la libération d’IFN-γ 185. D’autre 
part, Miyamoto et al. ont établi qu’une dose d’une forme altérée d’α-GalCer oriente la 
réponse vers un biais Th2, stimulant la sécrétion d’IL-4 par les iNKT 186. De fait, si dans la 
première étude, une réponse anti-tumorale efficace est obtenue, dans la seconde, c’est une 
protection contre l’apparition de l’EAE qui est induite. Cette dualité illustre l’ambivalence de 
ces cellules et leur potentiel en thérapie. 
Les iNKT sont les plus étudiées et celles dont le lien avec l’auto-immunité est le plus 
documenté. Bien que leur contribution à l’auto-immunité et à l’inflammation soit fermement 
établie, plusieurs études ont montré qu’elles pouvaient participer à la régulation de la réponse. 
Le nombre d’iNKT est ainsi réduit chez la souris NOD (non obese diabetic), et leur transfert 
adoptif 187, ou l’expression forcée de Vα14/Jα18 188, ont un effet bénéfique sur le diabète. 
Chez l’Homme, une corrélation a été établie entre une diminution des iNKT dans le sang 
périphérique et l’auto-immunité 189. De plus, un biais Th2 a été observé dans les cytokines 
produites par des iNKT isolées du sang de patients en rémission de leur sclérose en plaques 
par comparaison aux patients en rechute ou aux sujets sains 190. Cependant, ces études sont 
controversées à cause de la variabilité interindividuelle et de la possible disparité entre 
cellules circulantes et cellules présentes dans les tissus. Les iNKT ont également été 
impliquées dans le maintien du statut immunoprivilégié de l’œil 191. La déviation immune 
mise en place dans la chambre antérieure de l’œil dépend de la présence des iNKT, 
puisqu’elle est inopérante dans une souris déficiente pour CD1d 192. C’est par la production 
d’IL-10 que les iNKT induiraient des LT CD8+ suppresseurs spécifiques 193, 194. Les iNKT 
pourraient en outre participer à l’homéostasie et à la génération périphérique des Treg. En 
effet, l’établissement de la tolérance orale au nickel, qui passe par l’induction de CD 
tolérogènes et de Treg, nécessite la présence d’iNKT 195. La sécrétion d’IL-4 et d’IL-10 
contribuerait à l’apparition des CPA tolérogènes, elles-mêmes à l’origine des Treg. Par  
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ailleurs, l’effet protecteur obtenu après administration d’α-GalCer sur la myasthénie est perdu 
en cas de déplétion des Treg ou de neutralisation de l’IL-2 196. Dans ce modèle, les iNKT 
favoriseraient l’expansion du compartiment régulateur par le biais de la sécrétion d’IL-2. 
Enfin, les NKT de type II auraient un rôle suppresseur dans l’immunité anti-tumorale. Dans 
quatre modèles où les NKT inhibent l’immunosurveillance tumorale, Terabe et al. ont montré 
que les cellules impliquées étaient restreintes à CD1d mais ne dépendaient pas de l’expression 
du TCR Vα14/Jα18 197. 
 
• Les lymphocytes T γδ 
Les LT γδ se distinguent par l’expression d’un TCR au répertoire limité et qui reconnaît 
l’antigène indépendamment de la présentation par les molécules du CMH. Ils ne représentent 
que 2-3% des cellules T, et sont majoritairement retrouvés dans les épithélia. Il est intéressant 
de noter que les chaînes composant le TCR semblent corréler avec le tissu où ces 
lymphocytes résident : les cellules circulantes sont Vδ2, celles qui se situent dans l’épiderme 
sont Vγ5/Vδ1, celles de l’intestin sont Vγ7 et les intra-utérines, Vγ6/Vδ1. Une certaine 
spécificité pour les antigènes tissulaires est suggérée par cette distribution. Les LT γδ, qui ont 
un potentiel cytotoxique et sécrètent des cytokines (IFNγ), participent à l’immunité anti-
infectieuse, à la réponse anti-tumorale et à la cicatrisation. Une activité suppressive a 
également été proposée, notamment dans l’homéostasie des épithelia. Ainsi, les animaux 
déficients en LT γδ développent une colite plus sévère après induction par le TNBS 
(trinitrobenzene sulfonic acid) ou le dextran sulfate sodium 198. De plus, les souris NOD ou 
FVB invalidées pour la chaîne δ du TCR développent spontanément des dermatites 
chroniques 199. Ces inflammations, médiées par les LT αβ, peuvent être contrôlées par les LT 
Vγ5+, mais pas par les autres cellules γδ. Les cellules auraient donc un rôle régulateur 
spécifique de leur tissu. Dans le domaine de l’auto-immunité, il a été observé que les souris 
déficientes en LT γδ développent un lupus plus sévère 200, tandis que chez la souris NOD, 
l’administration intra-nasale d’insuline induit une population de LT CD8+ γδ régulateurs 201. 
Enfin, bien que leur participation à la réponse anti-tumorale ait été établie, il a également été 
montré que les souris déficientes en LT γδ affichait une meilleure réponse contre le mélanome 
202. Plus récemment, Peng et al. ont démontré que des clones de LT γδ isolés à partir de 
cancers du sein ou de la prostate possédaient une activité suppressive in vitro sur des LT 
CD4+ et la capacité d’influencer la maturation de CD 203. De manière fort intéressante, la  
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capacité suppressive de ces cellules est réversée par les ligands du TLR8, comme celle des 
Treg. 
Ces cellules possèdent des fonctions suppressives importantes en particulier dans le contrôle 
de l’inflammation du tissu épithélial. Il reste à déterminer à quel moment les capacités 
régulatrices des LT γδ sont acquises : pendant le développement, ou en périphérie lorsqu’ils 
se trouvent dans un milieu favorable, comme l’environnement tumoral. 
 
• Les lymphocytes B régulateurs 
L’existence de LB régulateurs (Breg) a été pour la première fois proposée par le groupe de 
Janeway dans le modèle de l’EAE 204. Si les souris de fond génétique B6 déficientes en LB ne 
présentaient ni retard dans le déclenchement de la maladie, ni augmentation dans la sévérité, 
elles se distinguaient par une rémission faible, voire inexistante. Quelques années plus tard, 
une sous-population de LB producteurs d’IL-10, indispensable à cette rémission, a pu être 
identifiée 205. Ces cellules ont également été mises en évidence dans le lupus 206 ou l’infection 
par Schistosoma mansoni 207. Les Breg sont par ailleurs impliqués dans l’homéostasie 
intestinale. Dans un modèle murin de colite ulcéreuse, où la pathologie est médiée par une 
réponse Th2 et des auto-anticorps sont détectables, contrairement à ce qui avait été 
initialement supposé, une absence des LB aggrave la sévérité de la maladie 208. Le rôle 
suppresseur du compartiment B est étayé par l’effet protecteur du transfert de ces cellules. De 
plus, il est intéressant de noter que si le transfert de LT déplétés en Treg induit une colite dans 
les souris Scid (severe combined immunodeficiency) ou déficientes pour RAG, qui n’ont pas 
de LB, ce n’est pas le cas dans les individus Nude ou thymectomisés en néonatal 209. 
Les Breg producteurs d’IL-10 ne sont pas présents in vivo en absence d’inflammation, c’est 
donc une population induite 210. Elle est obtenue in vitro en stimulant les TLR des LB par du 
LPS (lipopolysaccharide) 210 ou du CpG 206. Duddy et al. ont montré que des cellules 
humaines peuvent également être orientées vers ce phénotype par la stimulation de CD40 en 
absence d’antigène 211. L’aide apportée par un LT CD4+ activé par l’interaction CD40/CD40L 
permet au LB qui a rencontré son antigène de proliférer et de se différencier en plasmocyte. 
Lorsque cet engagement a lieu en absence d’activation du BCR (B cell receptor), le LB peut 
entrer en apoptose, ce qui limite l’expansion de clones B aspécifiques durant une réponse. 
Cette étude montre qu’un second destin est possible pour le LB, celui de devenir un Breg. 
D’autres mécanismes régulateurs des Breg ont été découverts : la production de TGF-β peut 
aussi être induite chez les LB in vitro par la stimulation des TLR 212, ce qui est soupçonné  
d’être impliqué dans la tolérance orale 213. Il a par ailleurs été proposé que les LB puissent  
76 
 
 
extrait de Mizoguchi et al., J. I. 2006 (176):705-10 
Figure 53 |Les mécanismes d’action des lymphocytes B régulateurs  
Les cellules B suppressives exercent leur action au travers de la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires ou d’immunoglobulines (Ig), de l’induction d’autres populations régulatrices 
et par leur fonction de cellules présentatrices d’antigènes. 
APC : antigen presenting cell ; DC : dendritic cell ; FcR : fragment cristallisable receptor ; IL : 
interleukin ; ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ; MHC : major histocompatibility 
complex ; NKT : natural killer T cell ; TGF : transforming growth factor ; Th : T helper 
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jouer le rôle de CPA tolérogènes, notamment dans l’inhibition de l’allergie 214. Les Breg, qui 
expriment CD1d et Qa-1, pourraient en outre promouvoir l’expansion de populations 
régulatrices comme les LT CD8+αα ou NKT 215. Enfin, la fonction sécrétoire des Breg a été 
mise en avant : des anticorps spécifiques de la galectine 4, qui stimulent la production d’IL-6 
par les LT CD4+ colitogènes, sont sécrétés par les LB des nœuds lymphatiques mésentériques. 
Ces anticorps pourraient avoir une capacité neutralisante puisque l’injection d’anti-galectine-4 
atténue les signes cliniques de l’inflammation du côlon 216. Par ailleurs, la stimulation des 
récepteurs au fragment Fc (FcR) peut moduler la maturation des CD, et le plus représenté sur 
les cellules murines, FcRγIIB, a un effet inhibiteur 217. Pour finir, la production d’anticorps se 
liant aux cellules apoptotiques, qui faciliterait l’élimination par les phagocytes de ces sources 
d’auto-antigènes, participerait à contenir l’activation des LT auto-réactifs 209. 
 
• Les lymphocytes T CD8+ suppresseurs 
L’idée de LT CD8+ suppresseurs (Ts) est très ancienne, et en 1978 Cantor et al. rapportait 
déjà l’existence de cellules induites par contact avec des LT CD4+, par le biais de la molécule 
de CMH de classe I non classique Qa-1 218. Dans les années 80 pourtant, on remit en cause 
leur existence, et ce n’est qu’après l’identification des Treg que les investigations sur les Ts 
reprirent. 
Le groupe de Mak relança l’intérêt pour les Ts en décrivant une tendance des souris 
invalidées pour le gène de CD8 à développer une pathologie chronique dans le modèle de 
l’EAE 219. Il a d’ailleurs été montré que les LT CD8+ déficientes en CD28, contrairement à 
leur contrepartie CD28+, avait une activité suppressive in vitro et que leur transfert protégeait 
de l’induction de l’EAE 220. Ménager-Marcq et al. ont obtenu des résultats similaires dans le 
modèle de la colite avec des cellules CD8+CD28- naturelles 221. Les mécanismes d’action de 
ces cellules sont multiples puisqu’elles sont efficaces in vitro en absence de CPA, ce qui 
implique un contact direct, et que leur fonction in vivo dépend de leur aptitude à sécréter des 
cytokines anti-inflammatoires, IL-10 et TGF-β. L’implication des Ts dans l’homéostasie 
intestinale se retrouve également chez l’Homme. Un défaut spécifique d’activité régulatrice 
des LT CD8+ a été mis à jour chez les patients souffrant de maladies inflammatoires 
chroniques des intestins 222. 
Il est remarquable que chez la Souris la moitié des lymphocytes intra-épitheliaux soit des LT 
CD8αα+ 223. Ces cellules ont un développement particulier qui se termine hors du thymus. 
Leur fonction régulatrice a été rapportée dans le contrôle des infections et de l’inflammation  
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de l’intestin par la reconnaissance, via le TCR ou les récepteurs NK co-exprimés à leur 
surface, de molécules du soi modifiées ou inductibles par le stress ou l’inflammation. À 
l’inverse des modèles murins, chez l’Homme, seuls des LT CD8αα+ γδ ont pu être mis en 
évidence au sein de l’épithélium intestinal 224. Par contre, des LT CD8αβ+ exprimant des 
récepteurs NK ont été retrouvés et semblent jouer un rôle identique aux LT CD8αα+. Dans 
certaines conditions, ces cellules acquièrent des capacités lytiques pour éliminer des cellules 
épithéliales exprimant des stimuli de stress, ce qui participerait à la limitation du 
développement de cellules tumorales.  
Une autre sous-population régulatrice comprend les cellules CD8+CD122+, qui possèdent des 
propriétés suppressives en culture, et dont l’absence in vivo entraîne un désordre 
hyperprolifératif 225. Enfin, une dernière population de Ts naturelles a été décrite chez le Rat 
et chez l’Homme, et est caractérisée par une faible expression de CD45RC et une fonction 
suppressive passant par le contact 226. Ces cellules ont démontré leurs capacités régulatrices 
dans le cadre de l’alloréactivité. 
Pour boucler la boucle, la population induite par interaction avec Qa-1 a fait l’objet d’une 
nouvelle étude en 2004 avec la génération de souris invalidées pour Qa-1 227. Elle a démontré 
que l’absence de Qa-1 engendrait une altération de la suppression des LT CD4+ activés par les 
LT CD8+, ce qui se traduisait par une perte de la résistance à l’induction de l’EAE acquise 
après une immunisation par un peptide de la myéline. Il semble donc que l’expression de Qa-
1 par des LT CD4+ activés induise par contact des Ts qui moduleront la réponse secondaire.  
Des Ts spécifiques peuvent également être induites in vivo chez l’Homme par l’immunisation 
par des CD immatures chargées avec un peptide viral 228. Contrairement à ce qui avait été 
montré dans une précédente étude du même auteur, l’activité suppressive de ces cellules est 
indépendante de l’IL-10 et requiert un contact cellulaire. Les LT Tr1 CD8+ sont traités dans le 
chapitre suivant. 
 
• Les lymphocytes Tr1 
Les LT Tr1 sont définis par leur capacité à sécréter de grandes quantités d’IL-10, leurs 
propriétés immunosuppressives et leur génération dépendant de l’IL-10. Aucun marqueur de 
surface n’a pu être identifié pour cette population. Les LT CD4+ Tr1 se distinguent des LT 
Th1 ou Th2 par leur profil cytokinique, à savoir la production d’IL-10 et de TGF-β, et pas 
d’IL-4. La discrimination vis-à-vis des Treg se base sur l’absence d’expression constitutive de 
Foxp3, bien qu’elle puisse être induite après stimulation comme chez les LT CD4+CD25-  
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humains 229, et la présence sélective de ROG (repressor of GATA-3), par ailleurs retrouvé 
chez les LT CD4+ activés 230. Il a également été mis en évidence des LT CD8+ Tr1 aux 
propriétés similaires à la population CD4+. 
Les Tr1 peuvent être induits in vitro et in vivo à partir de LT naïfs ; mais parce qu’ils peuvent 
parfois produire de l’IFN-γ ou de l’IL-5, il a été proposé que les Tr1 puissent également 
dériver de LT Th1 ou Th2 par stimulation chronique 231. La génération en culture des Tr1 
nécessite une stimulation antigénique et de l’IL-10, toutefois ces deux signaux ne semblent 
pas suffisants pour obtenir une différenciation complète 232. L’apport d’IFN-α 232 ou 
l’engagement de CD2 229, CD46 233 ou CD45RO/RB 234 amplifieraient considérablement la 
conversion. Les Tr1 peuvent être sinon obtenus en stimulant de façon réitérée des LT CD4+ 
avec des CD immatures, via une sécrétion paracrine d’IL-10 229. Il a par ailleurs été montré 
chez des sujets sains qu’une injection de CD immatures chargées d’un peptide du virus 
influenza suffit à induire des LT CD8+ Tr1 spécifiques 235. Les CD plasmacytoïdes ont aussi 
l’aptitude de polariser des cellules T CD4+ et CD8+ en Tr1 236, 237. Cependant, les CPA les 
plus efficaces dans la génération de Tr1 restent les CD myeloïdes tolérogènes, elles-mêmes 
induites en présence d’IL-10 238, de TGF-β 239, de TNF-α240,  du peptide immunosupresseur 
VIP 241, de vitamine D3 et/ou dexaméthasone 242. Le groupe de Roncarolo a démontré que, 
par comparaison aux CD immatures, les CD différenciées en présence d’IL-10 sécrètent des 
quantités plus importantes de cette cytokine, que leur profil cytokinique n’est pas modifié par 
la stimulation par du LPS ou de l’IFN-γ, et qu’elles n’ont besoin que d’une phase de 
stimulation pour convertir les Tr1 230. 
Les capacités suppressives des Tr1 jouent un rôle in vivo dans le contrôle de l’inflammation et 
de l’auto-immunité. Ainsi, des Tr1 ont été isolés du liquide synovial de patients atteints 
d’arthrite rhumatoïde, leur fréquence basse étant inversement corrélée à celle des cellules Th1 
243. Les Tr1 sont par ailleurs capables d’inhiber le développement de la colite induite par le 
transfert de LT CD4+CD45RBhi 244. En outre, des clones de Tr1 spécifiques de la gliadine, 
l’élément immunogénique du gluten, ont été isolés de la muqueuse intestinale de patients 
coeliaques en rémission 245. Les Tr1 semblent de surcroît revêtir une importance particulière 
dans l’allergie : il a été mis en évidence qu’ils représentent la sous-population dominante 
parmi les cellules spécifiques pour les allergènes environnementaux les plus communs chez 
les individus sains 246. Le groupe de Hawrylowicz a de plus montré que l’effet bénéfique des 
glucocorticoïdes dans l’asthme était partiellement dû à la conversion de Tr1, et que 
l’administration de vitamine D3 restaurait cette génération chez des patients résistants aux  
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stéroïdes 247. L’implication des Tr1 dans l’immunité anti-tumorale est peu comprise du fait de 
l’effet ambigu de l’IL-10, à la fois immunosuppresseur sur une majorité de cellules 
immunitaires, et stimulateur de la prolifération et de la cytotoxicité des LT CD8+ 248. 
Enfin, du fait de la possibilité de générer des clones de spécificité donnée, les Tr1 
apparaissent comme un outil de choix pour la thérapie. Le domaine de la transplantation a 
paru tout indiqué de par les nombreuses données corrélant la tolérance du greffon avec la 
présence de cellules productrices d’IL-10 230. Un premier essai clinique de transfert de Tr1 est 
mené en Italie par Maria Grazia Roncarolo dans le cadre de la prévention de la maladie du 
greffon contre l’hôte 249. Une génération in vivo par une combinaison de rapamycine et d’IL-
10 serait également possible, comme montrée par l’équipe de Roncarolo : ces travaux ont 
ainsi réussi à établir chez la Souris une tolérance à long terme à une allogreffe d’îlots 
pancréatiques 250. 
 
Les LT CD4+Foxp3+, ou Treg, d’origine thymique ou induites, sont traités dans les chapitres 
3 et 5 qui leur sont entièrement consacrés.  
84 
 
 
modifié de Bach, Nat. Rev. Immunol., 2003 (3):198-98 
Figure 64 | Mise en évidence des cellules T régulatrices 
a | Transfert de tolérance par des cellules T CD4+. Les désordres auto-immuns innés ou 
induits peuvent être guéris par l’administration de lymphocytes T CD4+, ce qui montre que ce 
compartiment contient des cellules avec des capacités suppressives. b | Transfert de 
lymphocytes pathogènes. La déplétion de certaines sous-populations confère un caractère 
pathogénique à la population T CD4+, ce qui prouve que des cellules auto-réactives sont 
présentes en périphérie et contrôlées par les lymphocytes suppresseurs. c| Rupture de la 
tolérance au soi. La thymectomie néonatale ou la déplétion des populations régulatrices 
conduisent au développement d’un syndrome auto-immun, ce qui suggère que les 
lymphocytes T régulateurs sont un frein constamment nécessaire au maintien de la tolérance. 
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LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS CD4+ FOXP3+ 
 
Mise en évidence et phénotype 
• Naissance du concept de cellule régulatrice 
En 1969, Nishizuka et Sakakura ont constaté que la thymectomie néonatale de souriceaux 
aboutissait à une destruction auto-immune des ovaires 251. À la même période, Penhale et al. 
établirent que la thymectomie chez le Rat adulte suivie d’irradiations sous-létales amenaient 
au développement d’une thyroïdite 252. Les deux groupes observèrent que le transfert de 
cellules T, en particulier de LT CD4+, permettait de protéger les animaux de ces pathologies 
253, 254. Ces expériences ont fait émerger l’idée que certains lymphocytes pourraient jouer le 
rôle de régulateurs des réponses immunes.  L’hypothèse de l’existence de cellules T CD4+ 
suppressives fut confortée par la démonstration d’un effet protecteur du transfert de 
lymphocytes CD4+ dans des modèles spontanés de diabète de type I 255. 
 
• À la recherche du marqueur 
L’existence de cellules régulatrices, bien que soupçonnée depuis presque 40 ans, a cependant 
été longtemps controversée du fait de l’impossibilité de définir précisément une population 
sur la base de marqueurs fiables. Commença alors une sorte de quête du Graal que certains  
poursuivent encore aujourd’hui. Dans les premières années, la stratégie gagnante fut d’essayer 
de créer une brèche dans la tolérance en déplétant des sous-populations du compartiment 
CD4+. C’est ainsi que furent décrits successivement CD5 256, CD45RB 257 et CD25 258. 
L’approche consistait à induire une pathologie auto-immune en transférant à des animaux 
immunodéficients le compartiment identifié comme pathogène (CD5low, CD25- ou 
CD45RBhi) et à fournir une protection par le co-transfert de sa contre-partie régulatrice. Ces 
expériences montrèrent que les Treg sont capables de contrôler une population effectrice 
même en large infériorité numérique. C’est également sur cette base que Powrie et al. 
établirent le modèle d’induction de la colite chez des souris immunodéficientes par les LT 
CD4+CD45RBhi 259.  
CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2, devint le marqueur privilégié des Treg. Découvert 
par Sakaguchi et al. en 1995, et exprimé par 5 à 10% des LT CD4+ périphériques naïfs, il 
permit alors de définir une fraction très restreinte en comparaison aux autres molécules. Un 
point crucial est que sa pertinence se manifeste aussi bien chez l’Homme que chez la Souris. 
De plus, le transfert de splénocytes dépourvus de CD4+CD25+ à des souris immunodéficientes  
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provoque un syndrome auto-immun plus sévère et touchant plus d’organes  que celui de 
cellules CD5low ou CD45RBhi ; l’injection de fortes doses de LT CD4+CD25- conduisant 
même au développement d’une auto-immunité systémique létale. En fait, l’élimination des LT 
CD4+CD25+ n’induit pas seulement une réaction auto-immune, mais également une réponse 
contre des antigènes allogéniques ou xénogéniques 258. Les cellules T CD4+CD25+ se 
distinguent également par une expression constitutive de CTLA-4 260, 261 et de GITR 
(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family-related gene) 262, cependant ces 
derniers sont aussi exprimés par les LT conventionnels après activation.  
 
• Foxp3, molécule-clé 
En 2003, trois groupes ont simultanément montré que le facteur de transcription Foxp3 
(forkhead box p3) était spécifiquement exprimé par les Treg et qu’il s’agissait d’une 
molécule-clé de leur biologie 263-265. Une déficience spontanée de ce gène est la cause chez 
l’Homme de l’IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, and X-linked 
syndrome), une immunodéficience grave caractérisée par des atteintes auto-immunes multi-
organes, une maladie inflammatoire des intestins, une atopie et une susceptibilité aux 
infections opportunistes 266-268. Une vingtaine de mutations de Foxp3 ont été définies, 
n’aboutissant pas toujours à l’absence de la protéine 269. Un modèle spontané murin avait été 
préalablement décrit, la souris Scurfy, qui présente une pathologie similaire et une mortalité à 
3 semaines 270, 271.  Les LT CD4+CD25+ issus de ces souris ne présentent aucune activité 
régulatrice 263, 265; alors que chez les patients souffrants de l’IPEX, les fonctions régulatrices 
sont soit altérées, soit inexistantes, corrélant alors avec l’absence de FOXP3 272. Le transfert 
néonatal de Treg sauvages a un effet curatif chez les souris Scurfy 265, tout comme les 
femelles hétérozygotes sont saines, ce qui montre que Treg établissent une tolérance active. 
Le rôle fondamental accordé à Foxp3 dans l’acquisition des fonctions suppressives repose 
notamment sur le fait que son expression forcée dans une cellule T CD4+CD25- lui confère le 
phénotype et la fonction d’une Treg : ces cellules vont exprimer CD25, CTLA-4, GITR, 
CD103, supprimer la prolifération de LT in vitro, et prévenir l’auto-immunité et la colite in 
vivo 263-265. Il faut cependant noter qu’il n’y a pas une corrélation stricte entre l’expression de 
Foxp3 et celle de CD25, en fait seulement 80 % des cellules Foxp3+ sont aussi CD25+. Foxp3 
est également indispensable au maintien de l’identité de la cellule régulatrice puisque son 
ablation dans une cellule mature aboutit à la perte des capacités suppressives et à l’altération 
du phénotype 273. L’approche de la délétion a aussi été mise en œuvre pour les cellules 
Foxp3+ par le biais d’une construction transgénique conduisant à l’expression du récepteur à 
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la toxine diphtérique sous le promoteur de Foxp3 274. Dans ces souris, la délétion spécifique 
des Treg Foxp3+ en néonatal ou à l’âge adulte par injection de la toxine diphtérique aboutit au 
déclenchement d’un syndrome auto-immun létal ressemblant à celui dont souffrent les souris 
Scurfy. Il est donc évident que les mécanismes de tolérance passifs ou actifs autres que les 
Treg Foxp3+ sont insuffisants à maintenir la tolérance vis-à-vis du soi même chez un animal 
adulte. Malgré son rôle crucial, Foxp3 présente deux limites majeures en tant que marqueur 
des Treg : (i) étant une protéine intra-nucléaire, il ne peut être utilisé pour l’isolation de ces 
cellules, (ii) sa spécificité n’est pas totale puisqu’il est exprimé transitoirement par les LT 
CD4+ effecteurs humains après activation 269. De plus, contrairement à ce qui a été observé 
chez la souris Scurfy 265, des travaux sur des patients atteints de l’IPEX ont révélé des 
anomalies au niveau des LT conventionnels 272. On peut donc supposer que les choses sont 
plus complexes chez l’Homme où l’influence de FOXP3 ne se limite pas aux Treg. 
 
• La quête continue 
La recherche « du » marqueur se poursuit donc et diverses molécules ont été avancées. Parmi 
elles, on peut retenir la neuropiline-1275, le récepteur au folate 4 (FR4) 276, et plus 
particulièrement CD127, la chaîne α du récepteur à l’IL-7 277, 278. Son expression est 
inversement corrélée à celle de Foxp3, chez l’Homme et chez la Souris ; il semble en fait que 
le promoteur de Cd127 soit une cible de Foxp3 277. Les capacités inhibitrices sont limitées à la 
fraction CD127lo, les cellules CD25+CD127+ en étant dépourvues 277, 278. En se basant sur son 
niveau d’expression, on peut donc distinguer les Treg des cellules activées, et isoler des 
populations régulatrices pures, que ce soit à partir d’individus sains ou malades. 
 
 
Figure 75 |Marqueurs des lymphocytes T régulateurs 
naturels 
Foxp3, dont l’expression est inversement corrélée à celle 
de CD127, est le marqueur le plus spécifique des cellules 
T régulatrices. Les autres molécules présentent 
l’inconvénient d’être exprimées par les lymphocytes T 
conventionnels activés ou de ne pas être assez restrictives. 
CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen 4 ; Foxp3 : forkhead 
box p3 ; GITR : glucocorticoid-induced TNF receptor family-
related gene.  
modifié de Sakaguchi, Annu. Rev. Immunol. 2004 (22):531-62 
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Caractéristiques des Treg périphériques 
Homéostasie et chimiotaxie 
Anergie 
Une des caractéristiques majeures des Treg in vitro est leur absence de prolifération à la suite 
de la stimulation antigénique 279. Cet état d’anergie semble corrélé à leur activité suppressive, 
puisque la réversion de celui-ci par une activation en présence de fortes doses d’IL-2 ou d’un 
ligand de CD28 aboutit en sus à la perte des fonctions effectrices des Treg 279. De plus, une 
fois ce signal inhibiteur ôté, les cellules régulatrices retournent à leur état anergique et 
récupèrent leurs propriétés. En fait, il semble qu’elles soient même plus efficaces 280. Cette 
propriété représente un atout considérable pour l’utilisation de ces cellules en thérapie. 
Il faut donc préciser que des différences fondamentales distinguent les Treg des LT 
conventionnels anergisés. La réversion de l’anergie mène ces deux populations à la 
prolifération, mais à l’inverse des Treg, elle permet chez les cellules T conventionnelles une 
réappropriation de leur activité effectrice. Les profils génétiques sont distincts 281, de même 
que les bases moléculaires de l’anergie. Foxp3 joue un rôle central dans le maintien de 
l’anergie et des fonctions suppressives des Treg : des cellules dont le gène de Foxp3 a été 
remplacé par une séquence codant pour une protéine de fusion GFP-Foxp3 inactive perdent 
leurs capacités régulatrices, prolifèrent in vitro et sécrètent des cytokines (IL-2, IFN-γ, IL-4) 
après stimulation 282, 283. En fait, elles réagissent à l’engagement du TCR comme un LT 
conventionnel. Or il a été montré que les Treg humaines et murines ont classiquement une 
signalisation en aval du TCR défectueuse : mobilisation calcique 284, activation de la 
phospholipase Cγ1 285, des voies de la PKC (protein kinase C) et de RAS-ERK (extracellular 
signal–related kinase) 286 chez la Souris, phosphorylation de CD3ζ, recrutement de Vav et 
remodellement du cytosquelette d’actine chez l’Homme 287. De plus, l’expression forcée de 
Foxp3 dans des LT CD4+ humains induit une atténuation globale des signaux en aval du TCR 
285. Le court-circuit du TCR par la stimulation par PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) et 
ionomycine prouve que les Treg ne sont toutefois pas inaptes à mettre en œuvre cette 
signalisation 286.  
Par contraste avec ce qui se passe dans un puit de culture, les Treg prolifèrent activement au 
sein de l’organisme 288. Dans des systèmes utilisant l’ovalbumine et des lymphocytes portant 
un TCR transgénique spécifique, il a été observé que les Treg se multiplient après rencontre 
avec leur antigène et qu’elles s’accumulent dans les nœuds lymphatiques drainant les tissus 
qui l’expriment 289-291. 
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• Persistance de l’antigène 
Il avait été mis en évidence dès 1999 que les Treg ont besoin de la présence de leur antigène 
en périphérie pour se maintenir 292. Seddon et Mason ont utilisé le modèle de rats 
thymectomisés et irradiés chez qui apparaissent une thyroïdite et un diabète auto-immun 
curables par le transfert de Treg. Lorsque ces cellules régulatrices proviennent d’animaux 
dont la thyroïde a été détruite in utero par administration d’iode 131, elles ne parviennent à 
contrôler que le diabète de type I. Par contre, les thymocytes, qui se sont développés au 
contact des antigènes thyroïdiens exprimés ectopiquement par les mTEC, sont capables de 
prévenir la survenue des deux pathologies. Garza et al. ont utilisé une approche similaire pour 
étudier la tolérance à un antigène ovarien, ZP3 293. Une oophorite auto-immune peut être 
induite expérimentalement, chez des souris mâles ou des femelles simultanément 
ovariectomisées, par la greffe d’un ovaire accompagnée d’une immunisation contre ZP3. Les 
auteurs ont constaté que la sévérité de la pathologie était nettement plus marquée chez le mâle 
que chez la femelle. Par contre, si l’ovariectomie a eu lieu plus d’une semaine avant 
l’induction de l’oophorite, la protection est perdue ; ce qui montre que cette tolérance 
nécessite la persistance des antigènes ovariens. 
Ce besoin de recevoir un signal antigénique peut expliquer le fait que les Treg soient 
incapables de proliférer après transfert dans un animal déficient pour les molécules de CMH 
de classe II 284, 294. De même, un blocage des molécules de co-stimulation provoque une forte 
diminution de la population régulatrice périphérique 295, 296, qui serait le fruit conjugué d’une 
incapacité à proliférer et une diminution de la survie. 
 
• Dépendance à l’IL-2 
La forte expression de CD25 à la surface des Treg amène à penser que l’IL-2 doit jouer un 
rôle important dans leur biologie. L’étude des souris déficientes pour l’IL-2 ou pour son 
récepteur a mis en évidence que non seulement la réponse immune peut se dérouler de 
manière efficace en absence d’IL-2 297, mais également que cette carence entraîne un déficit 
en Treg 298. Ces souris souffrent d’un syndrome auto-immun létal 299, 300 qui peut être guéri 
par le transfert de Treg sauvages, bien que ces cellules sauvages soient incapables de 
proliférer dans un animal déficient pour l’IL-2 301. Le caractère essentiel de cette cytokine 
dans le maintien en périphérie est étayé par le fait que les Treg invalidées pour le récepteur à 
l’IL-2 sont à leur tour impuissantes à se multiplier après transfert dans un animal compétent.  
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modifié de Campbell et al., Nat. Rev. Immunol. 2007 (7):305-10 
Figure 86 | Compartiments naïf versus effecteur-mémoire et capacités migratrices 
Les cellules T régulatrices (Treg) naïves, qui expriment fortement CD62L et CCR7, et un 
niveau intermédiaire de CD44, circulent via la circulation sanguine dans les organes 
lymphoïdes secondaires. Lorsqu’un de ces lymphocytes rencontre son antigène, il prolifère et 
acquiert un profil de migration différent qui lui permet de rejoindre les tissus. Suivant la 
combinaison de molécules d’adhésion et de récepteur aux chimiokines que la cellule 
effectrice-mémoire arbore, elle aura accès à un tissu particulier. La présence des Treg dans les 
tissus et les sites inflammatoires participe au maintien de l’homéostasie et au contrôle des 
réponses immunes. 
CCR : CC-chemokine receptor ; CXCR : CXC-chemokine receptor 
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Il est intéressant de noter qu’une partie de l’effet attribué à CD28 dans l’homéostasie des Treg 
passerait par un maintien de l’expression de CD25 296. 
 
• Indépendance vis-à-vis de l’IL-7 
L’absence d’expression de CD127 est une des caractéristiques phénotypiques permettant 
d’identifier les Treg. La répression de Cd127 serait d’ailleurs subordonnée à l’expression de 
Foxp3. Le groupe de Bandeira a montré que la génération et l’homéostasie des Treg sont 
maintenues en absence de l’IL-7, contrairement à leur contre-partie effectrice 302. Le 
développement thymique, bloqué à la transition DN2-DN3, est sévèrement réduit pour les 
deux populations. Cependant, des cellules régulatrices sont toujours présentes et  
fonctionnelles, même après l’involution du thymus. Les souris déficientes pour l’IL-7, qui 
développent la colite après déplétion des LT CD25+, entrent en rémission spontanément alors 
que le compartiment régulateur se reforme. La génération périphérique des Treg expliquerait 
donc que la lymphopénie des souris invalidées pour cette cytokine ne soit pas corrélée au 
développement d’une pathologie auto-immune.  
 
• Distinction des compartiments naïf vs « effecteur/mémoire » 
Le groupe de Salomon a proposé que la population de Treg d’une souris naïve se divise en 
deux compartiments phénotypiquement distincts 303. Le premier est composé de cellules 
naïves et quiescentes montrant une forte expression de CD62L (CD62Lhi), un niveau 
intermédiaire de CD44 (CD44int), et qui sont capables de persister plusieurs semaines dans les 
organes lymphoïdes secondaires. Parmi ces cellules, celles qui sont auto-réactives vont 
s’activer au contact de leur antigène, se mettre à proliférer et former la seconde sous-
population que l’on pourrait appeler « effectrice/mémoire ». Celle-ci est caractérisée par un 
profil CD62LloCD44hi, elle représente la majorité des Treg et permet d’enrichir la population 
présente dans les organes lymphoïdes secondaires en cellules spécifiques des tissus drainés. 
 
• Capacités migratoires 
Une expression élevée de CD62L, qui participe à l’entrée dans les ganglions, permettrait donc 
aux Treg n’ayant pas encore rencontré leur antigène de circuler en périphérie. Cette aptitude 
est par ailleurs renforcée par l’expression de CCR7 304. Leur fonction suppressive ne se 
limitant pas à inhiber la prolifération précoce des LT conventionnels, les Treg activées 
doivent  avoir la capacité de sortir des organes lymphoïdes secondaires pour accéder au site 
d’inflammation où elles agiront sur les cellules immunes infiltrantes. Le phénotype des  
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Treg effectrices/mémoires est donc naturellement distinct des cellules naïves, CD103 
semblant jouer un rôle central. Le groupe d’Hamann a établi que l’on peut distinguer les 
cellules naïves CD103-CD62LhiCCR7+ d’une population activée CD103+CD62Llo CCR7- 305. 
Les propriétés migratoires spécifiques de cette population repose sur l’expression de 
récepteurs aux chimiokines (CCR2, CCR4, CXCR3) et de molécules d’adhésion (CD103, 
LFA-1, ligands des sélectines E et P). In vivo, seules les Treg CD103+ migrent efficacement 
vers les tissus inflammés, et offrent une protection dans le modèle de la colite 305 ou de 
l’arthrite 306. L’importance de l’expression de CD103 a également été mise en avant dans le 
cadre de la leishmaniose, où le transfert de Treg sauvages confère la résistance à des souris 
déficientes pour CD103 307. Cependant, il a été établi que les deux sous-populations de Treg 
possèdent la même compétence à inhiber la prolifération de LT naïfs 307. En fait, les Treg 
CD62LhiCCR7+ seules sont même capables de prévenir l’induction du diabète par transfert 
adoptif chez des souris NOD.Scid 304, ainsi que la maladie du greffon contre l’hôte 308, 
contrairement à leur contre-partie effectrice/mémoire. On peut supposer que dans ces 
modèles, l’inhibition de l’initiation de la réponse dans les nœuds lymphatiques est cruciale 
pour réussir à contrôler la maladie. Ainsi, les deux sous-populations de Treg, qui se 
distinguent par leurs propriétés migratoires, sont toutes deux efficaces sur le plan de la 
suppression, et ont des actions complémentaires in vivo. 
 
 Spécificité d’action 
Il est fermement établi que les Treg ont besoin pour survivre en périphérie d’être activées par 
la rencontre avec leur antigène spécifique, et que cette stimulation est également 
indispensable à l’exercice de leurs propriétés suppressives. La question de la spécificité de 
leur action se pose toutefois et se révèle particulièrement importante pour leur utilisation en 
thérapie. Les expériences in vitro ont montré qu’une fois activées, les Treg inhibent sans 
restriction 280. In vivo, les Treg spécifiques d’un tissu sont plus efficaces qu’une population 
polyclonale. Ceci a d’abord était démontré dans le modèle du diabète auto-immun 309, 310 : des 
cellules transgéniques pour un TCR reconnaissant un peptide pancréatique sont capables de 
prévenir la pathologie de souris NOD à des doses où les Treg polyclonales n’ont aucun effet. 
Il est intéressant de remarquer que les Treg provenant des ganglions pancréatiques sont plus 
efficaces à inhiber le diabète que ceux issus d’autres nœuds lymphatiques 311. La supériorité 
d’une population spécifique a également été montrée dans le cadre de la transplantation. Des 
Treg pré-stimulées ex vivo par des CPA allogéniques sont capables d’induire une tolérance 
envers une greffe de moelle osseuse de même spécificité, mais ne protège pas un greffon tiers  
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312.  La génération de chimères hématopoïétiques mixtes a permis de dissocier l’activation de 
la fonction suppressive : en effet, la spécificité de protection étant maintenue lorsque les deux 
moelles sont greffées ensemble, les Treg sont capables d’établir une distinction dans leur 
activité. Plus récemment, l’équipe de Davoust a montré que des Treg exprimant un TCR 
transgénique reconnaissant l’antigène mâle DBY sont capables d’installer chez un receveur 
femelle une tolérance vis à vis d’une moelle osseuse mâle 313. Ces travaux soulignent 
également que des Treg avec une unique spécificité sont aptes à contrôler une réaction 
immune contre de multiples antigènes. L’extension de la tolérance à  d’autres antigènes du 
greffon a été démontrée par l’absence de réponse après une immunisation contre un antigène 
mâle distinct, UTY, des animaux tolérants envers DBY. Par contre, si des splénocytes mâles 
sont acceptés par une souris tolérisée, celle-ci présente une cytotoxicité envers des 
splénocytes mâles chargés avec de l’ovalbumine sans que le chimérisme soit altéré. Ainsi, les 
cellules mâles n’ont pas un statut immuno-privilégié, et lors d’une infection virale par 
exemple, le système immunitaire serait apte à éliminer les cellules infectées. Une hypothèse 
pour expliquer ces résultats est que les Treg « initiatrices » de la tolérance, spécifiques de 
BDY, ont induit des CD tolérogènes, voire d’autres populations régulatrices, qui en plus 
d’inhiber les clones de même spécificité ont une action suppressive sur les autres lymphocytes 
activés par le greffon. C’est ce que l’on appelle un effet « bystander ». La tolérance devient 
même indépendante de l’antigène initial, DBY, puisqu’une souris femelle ayant accepté grâce 
à des Treg anti-DBY un greffon mâle exprimant l’EGFP, va également accepter une greffe 
ultérieure femelle EGFP+. Ce second tissu est donc toléré bien qu’il n’exprime pas DBY et 
que la seule présence d’EGFP pourrait par ailleurs déclencher le rejet. 
 
Capacités immunorégulatrices 
 Mécanismes suppresseurs 
Peu après que les Treg ont été mis en évidence par leur capacité immunorégulatrice in vivo, 
l’identification des mécanismes sous-jacents est rapidement apparue comme un objectif 
majeur. Il a alors été établi, ce qui est aujourd’hui devenu un test in vitro classique de mesure 
de la capacité suppressive : en 1998, Shevach et al. ont montré que la prolifération de LT 
CD4+ conventionnels pouvait être inhibée par la co-culture avec des cellules CD4+CD25+ 314. 
Ce test, qui repose sur l’état d’anergie des Treg, a donné des résultats similaires avec les LT 
CD8+ 315. Outre la prolifération, les Treg ont également la capacité d’inhiber la production de 
cytokines, telles que l’IFNγ 289, 316, et l’acquisition des propriétés cytotoxiques 316, 317. Leur  
100 
 
101 
 
action touche l’ensemble des populations lymphocytaires : les LT, les NK 318, les NKT 319 et 
les LB 320, ainsi que les cellules du lignage myéloïde, en particulier les CD dont elle inhibe la 
maturation et les fonctions présentatrices 321, 322. Les Treg ne sont cependant efficaces 
qu’après avoir été stimulées par leur antigène spécifique 279 et en absence de fortes doses de 
cytokines signalant par la chaîne commune γ323, 324, en particulier l’IL-2 279, et de co-
stimulation par CD28 279. En effet, ces deux signaux reversent l’état d’anergie des Treg et leur 
ôtent leurs propriétés régulatrices. 
 
• Déprivation des cytokines de survie 
L’inhibition de la prolifération a tout d’abord été attribuée à un blocage de la transcription 
d’Il-2 par les lymphocytes effecteurs 314. Cette diminution d’expression pourrait être due, au 
moins en partie, à la consommation compétitive de la cytokine par les Treg qui expriment le 
récepteur à un fort niveau 323; l’expression de l’IL-2 et de son récepteur sont en effet 
modulées par une boucle autocrine. Il faut cependant noter que les lymphocytes déficients 
pour CD25 restent sensibles à l’activité suppressive des Treg 298. Le concept de déprivation 
du micro-environnement a été réactualisé récemment par les travaux de Pandiyan et al. 324: ils 
ont montré que la présence de Treg dans les co-cultures induit une diminution de la 
concentration en IL-2, mais contrairement à ce qui avait été précédemment publié, ils n’ont 
pas observé de diminution de la transcription. En fait, ils proposent que la déprivation en IL-2, 
mais aussi en IL-7, induiraient l’apoptose des cellules effectrices par une voie dépendante du 
facteur pro-apoptotique Bim. En effet, les Treg sont impuissantes à contrôler une colite 
induite par des LT colitogènes déficients pour Bim. 
 
• Cytotoxicité directe 
L’hypothèse d’une cytotoxicité par la voie perforine/granzyme avait déjà été avancée, 
notamment parce que les Treg humaines expriment la granzyme A après activation 325. Une 
lyse dépendante de la perforine a pu être démontrée vis-à-vis de LT CD4+ et CD8+ humains 
325. Chez la Souris, l’équipe de Ley a pu éclaircir l’apparent paradoxe d’une immunité 
tumorale plus efficace chez les animaux déficients en granzyme B, en montrant que les Treg 
du micro-environnement tumoral sont capables de lyser les LT CD8+ et NK 326. En outre, 
plusieurs études ont établi une cytotoxicité des Treg envers les LB avec lesquels ils 
interagissent en tant que CPA, soit par la voie perforine/granzyme 327, soit par l’interaction 
Fas/FasL 328. 
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extrait de Rubtsov et al., Nat. Rev. Immunol. 2007 (7):443-53 
Figure 97|Influence du TGFβ  sur les cellules immunitaires 
L’action activatrice ou inhibitrice du TGFβ (transforming growth factor β) touche l’ensemble 
des populations immunes. 
NK : natural killer ; Th : T helper 
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• Sécrétion de cytokines immunosuppressives 
L’induction d’anergie semble cependant le mécanisme majeur de l’action des Treg. Un des 
moyens mis en œuvre est la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. Bien que n’ayant 
aucune influence in vitro, leur importance a été largement établie dans les modèles murins in 
vivo. Ainsi l’IL-10, cytokine capable d’influencer la différenciation et les fonctions effectrices 
de la plupart des cellules immunitaires 329, est exprimée par les Treg 330, et est essentielle à 
leur efficacité dans le modèle de la colite 331, 332. L’implication de l’IL-10 semble toutefois 
varier selon des pathologies, peut-être en fonction de la composante inflammatoire: si elle 
joue un rôle dans la réponse anti-infectieuse 333, dans l’inhibition du rejet de greffe 334 ou dans 
des modèles d’auto-immunité comme l’EAE 53, elle est dispensable dans la gastrite auto-
immune 331. Les premières cibles de l’IL-10 sont les cellules myéloïdes dont elle restreint 
l’expression des cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines, des molécules de CMH de 
classe II et de co-stimulation 329. Une partie de l’effet de l’IL-10 pourrait également découler 
de  l’induction de LT Tr1 ou de CD tolérogènes, cellules qui amplifieraient la suppression en 
produisant elles-mêmes cette cytokine 230, 335. Il faut toutefois remarquer que par opposition à 
ses propriétés immunosuppressives, l’IL-10 a un effet stimulateur sur la prolifération et la 
cytotoxicité des LT CD8+ 248. 
L’autre cytokine immunosuppressive majeure est le TGF-β, et une part importante de l’action 
des Treg lui est attribuée. Le TGF-β intervient entre autres sur la maturation des CD 336, la 
prolifération et la différenciation des LT CD4+ 337, 338 et des LB 339, 340, ou les fonctions 
cytotoxiques des LT CD8+ 317 et NK 318. Une propriété non négligeable est de participer à la 
génération de novo de Treg à partir de LT CD4+Foxp3- 341, 342. A la sécrétion de TGF-β par les 
Treg pourrait venir s’ajouter celle induite par ces dernières chez les CD de manière à créer un 
micro-environnement tolérogène. Ainsi, dans le modèle de la colite, l’expression  d’un 
dominant négatif du récepteur TGFβRII par les LT CD4+ colitogènes a montré que ceux-ci 
étaient sensibles au TGF-β induit par les Treg. De plus, si les Treg déficients pour le TGF-β 
sont capables d’enrayer le développement de la pathologie, l’injection simultanée d’anticorps 
anti-TGF-β annule cette protection, ce qui démontre que les Treg dans ce cas stimulent la 
sécrétion de TGF-β par un tiers 343. En s’appuyant sur des marquages en cytométrie, 
Nakamura et al.  ont émis l’hypothèse que le TGF-β produit se retrouverait adsorbé à la 
surface et serait délivré à la cellule cible par contact 320. Ce concept est étayé par le fait que le 
TGF-β soit sécrété sous une forme inactive qui doit être clivée pour acquérir son activité 
biologique. Il a été récemment découvert que l’intégrine αvβ8 joue ce rôle chez les cellules  
104 
 
 
105 
 
dendritiques 344. Il est probable que les Treg possède une molécule équivalente qui n’a pas 
encore été identifiée.  
Par contre, une nouvelle cytokine immuno-suppressive est venue il y a peu rejoindre l’IL-10 
et le TGF-β, l’IL-35 345. Composée de deux chaînes, IL-12α et IL-27β, son expression semble 
spécifique aux Treg, car IL-27β est régulée par Foxp3. En son absence, les Treg sont 
inefficaces à endiguer la prolifération homéostatique de LT transférés dans un animal 
immunodéficient, comme elles échouent à protéger du développement de la colite. Par  
ailleurs, elle est la seule cytokine dont le défaut a une influence sur leur capacité à inhiber la 
prolifération des LT CD4+ in vitro. 
 
• Expression de CTLA-4 
Le principal mécanisme suppresseur in vitro semble nécessiter le contact cellulaire. 
L’expression constitutive de CTLA-4, molécule inhibitrice de l’activation T, par les Treg  en 
a fait un candidat majeur, d’autant que ses ligands, CD80 et CD86, sont exprimés  par les 
CPA et les LT CD4+ activés. L’utilisation effective de CTLA-4 par les Treg a été mise en 
évidence par une diminution de leur fonction en son absence 260, et par l’incapacité des Treg à 
contrôler la pathologie auto-immune de souris où CD80/86 n’ont une interaction productive 
qu’avec CD28 346. Au niveau cellulaire, l’étude de ces souris propose que les Treg délivre un 
signal « outside-in » suppresseur aux LT via CTLA-4, auquel pourrait s’ajouter un surplus de 
sécrétion de TGF-β chez la Treg induit par la stimulation de CTLA-4 320. En sus, 
l’engagement par CTLA-4 de ses ligands portés par les CD induit l’expression d’IDO, qui via 
la déplétion en tryptophane et la synthèse de kynurénines contribue à la création d’un 
environnement inhibiteur 178. 
 
• Nouveaux mécanismes 
Un autre mécanisme requérant un contact cellulaire a été dernièrement ajouté à l’armada des 
Treg : il s’agit du transfert par les connexons d’AMP cyclique au LT cible 347. L’AMP 
cyclique est un second messager dont le rôle antagoniste sur la prolifération et la synthèse 
d’IL-2 chez le LT est connu depuis longtemps. Bopp et al. ont montré que les Treg présentent 
un taux élevé d’AMP cyclique, et que celui des LT  conventionnels augmente fortement lors 
de la suppression. Cette hausse et l’activité des Treg sont réversées en présence d’un 
inhibiteur des connexons. Il est remarquable qu’un des gènes les plus réprimés par Foxp3 soit 
Pde3b (cyclic nucleotide phosphodiesterase 3b), l’enzyme qui hydrolyse l’AMP cyclique 282. 
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Figure 108 |Les mécanismes effecteurs 
des lymphocytes T régulateurs naturels 
(a) Création d’un environnement 
suppressif. Les cellules T régulateurs 
(Treg) ont la capacité de dépriver le 
milieu en cytokines de survie, telles 
que l’IL-2 ou l’IL-7. Elles expriment 
en outre les ecto-enzymes CD39 et 
CD73 qui génèrent de l’adénosine, 
nucléoside dont une concentration 
locale élevée inhibe les LT 
effecteurs (Teff) activés qui 
expriment son récepteur A2AR. Par 
ailleurs, l’IFNγ et l’engagement de 
CTLA-4 par les cellules dendritiques (CD) induisent la synthèse d’IDO, enzyme du 
catabolisme du tryptophane, qui appauvrit le milieu en cet acide aminé essentiel et 
produit les kynurénines, catabolites suppressives. 
(b) Tolérance infectieuse. La sécrétion de cytokines anti-inflammatoires et l’interaction 
via CTLA-4 permettent à la Treg d’orienter la CD vers un phénotype tolérogène. 
Celle-ci perd ses capacités stimulatrices vis-à-vis des Teff, et sécrète à son tour de 
l’IL-10 et du TGFβ, cytokines aptes à provoquer la conversion de lymphocytes T naïfs 
en cellules régulatrices. Certaines sous-populations de CD relarguent en sus de l’acide 
rétinoïque qui potentialise l’action du TGFβ dans la génération de novo de Treg. 
(c) Neutralisation ou délétion. Les cytokines suppressives ont également une action 
anergisante directe sur les Teff. Les Treg sécrètent aussi des galectines qui peuvent 
induire l’anergie ou la mort des Teff auxques elles se fixent. Une capacité cytotoxique 
directe est apportée aux Treg par la production de perforine et de granzymes. Certains 
mécanismes nécessitent le contact : l’interaction CD28/CTLA-4 et l’administration 
d’AMPc par les connexons. 
AMPc : cyclic adenosine monophosphate ; A2AR : adenosin receptor A2 ; CTLA-4 : cytotoxic T 
lymphocyte antigen 4 ; IDO : indoleamin 2,3-dioxygenase ; IFN : interferon ; IL : interleukin ; 
TGF : transforming growth factor 
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Son expression forcée dans les Treg induit une perturbation de l’homéostasie et du 
programme transcriptionnel en aval de Foxp3. 
En 2007 également, il a été établi que la génération locale d’adénosine par les Treg 
contribuait à la création d’un micro-environnement suppresseur 348. L’adénosine relarguée par 
les cellules apoptotiques lors de l’inflammation constitue un mécanisme physiologique de 
rétro-contrôle sur les LT activés qui expriment le récepteur A2A. Les travaux du groupe de 
Robson  ont identifié les ecto-enzymes CD39 et CD73 comme spécifiquement exprimées à la 
surface des Treg et participant à leur fonction régulatrice. Encore plus récemment, il a été  
montré que la stimulation du récepteur A2A inhibait la production d’IL-2 et d’IL-6 au profit du 
TGF-β. De ce fait, la sécrétion d’adénosine orienterait les LT vers le lignage régulateur tout 
en inhibant les différenciations Th1 et Th17 349. 
Une autre activité enzymatique participant à leur fonction a été mise en évidence chez les 
Treg, celle de l’HO-1 (heme oxygenase 1), enzyme de dégradation de l’hème dont 
l’expression serait contrôlée par Foxp3 350. L’effet anti-inflammatoire de cette molécule a été 
démontrée dans l’asthme allergique ; il pourrait être en partie médié par une induction de 
production d’IL-10 351. Une augmentation de l’expression d’HO-1 a aussi été reportée dans 
des expériences d’inhibition de l’avortement spontané par le transfert de Treg : cette enzyme 
pourrait donc participer à la tolérance foeto-maternelle 352. 
Par ailleurs, les galectines, membres de la famille des lectines, ont très récemment été 
proposées comme nouvelles molécules suppressives employées par les Treg. Ainsi, une 
expression de la galectine-1, limitée aux cellules CD25+ parmi les LT CD4+, a été révélée par 
le groupe de Lechler chez la Souris et chez l’Homme 353. Celle-ci serait sécrétée dans le 
milieu, et sa neutralisation diminuerait l’activité suppressive des Treg in vitro. La galectine-1 
est connue pour se lier à CD7, CD45 ou CD43 sur les LT, et entraîner une diminution de la 
production des cytokines pro-inflammatoires, l’anergie, voire la mort cellulaire. D’autre part, 
l’expression de la galectine-10 a également été relevée chez les Treg humaines, avec une 
influence sur l’état d’anergie et les fonctions suppressives 354. 
On découvre donc régulièrement de nouveaux modes d’action des Treg qui viennent s’ajouter 
à un arsenal pourtant déjà bien fourni. Ces différents mécanismes sont par ailleurs souvent 
liés et s’amplifient les uns, les autres. Les Treg sont engagées dans le contrôle d’une grande 
variété de réponses immunes avec des cibles cellulaires multiples, ce qui nécessite une 
adaptabilité à chaque situation. L’importance de la composante inflammatoire et la rapidité de 
la progression de la pathologie pourrait notamment influencer les mécanismes à mettre en jeu. 
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 Quis custodet custodes (qui garde les gardiens) ? 
L’activité suppressive des Treg, bien qu’indispensable au maintien de la tolérance, possède 
aussi ses revers. Le détournement qui en est fait par certaines cellules tumorales en est 
l’illustration. On peut très bien imaginer qu’un excès de zèle des Treg conduirait à un état 
d’immunosupression tout aussi néfaste que leur déficience. Ainsi, comme tout processus 
biologique, cette action doit être régulée. 
 
• GITR 
Un premier mécanisme a été mis à jour par le groupe de Sakaguchi en 2002 355. Il implique 
GITR, un membre de la superfamille des récepteurs au TNF, exprimé constitutivement par les 
Treg, et par les LT conventionnels après activation. Son ligand est exprimé par diverses CPA 
(LB, macrophages, CD) et cellules non lymphoïdes comme les cellules endothéliales, cette 
expression pouvant être transitoirement accrue par une stimulation par le LPS ou l’IFNγ 356. 
Alors que l’engagement de GITR joue un rôle de co-stimulation chez le LT conventionnel, il 
suspend les capacités suppressives de la Treg. L’administration d’un anticorps anti-GITR 
conduit chez la Souris à une exacerbation de l’auto-immunité 355, 356, ou à un renforcement de 
la réponse anti-tumorale 357, et ce même lorsque l’anticorps n’a qu’un effet bloquant, et non 
déplétant 355. 
 
• IL-6 
Les conséquences néfastes pour les Treg de la stimulation des TLR portés par les CPA ne sont 
pas limitées à une sur-expression de GITRL. Le groupe de Medzhitov a montré que les Treg 
étaient incapables d’inhiber la prolifération de LT CD4+ dans une co-culture comprenant des 
CD stimulées par du LPS et/ou du CpG 179. Le même effet pouvait être obtenu avec le seul 
surnageant des CD, et l’IL-6 a été identifiée comme étant le facteur soluble inhibiteur. 
 
• TLR 
Les Treg portant elles-mêmes des TLR à leur surface, le résultat de leur stimulation sur 
l’activité régulatrice a été testé par Peng et al. 358. Ces travaux ont montré que la stimulation 
du TLR8 annihilait spécifiquement les propriétés suppressives des Treg in vitro, et favorisait 
la mise en place d’une réponse anti-tumorale chez la Souris. Des résultats similaires ont été 
obtenus dans des modèles de colite et d’infection avec des cellules stimulées par TLR2 359, 360. 
Toutefois, les Treg expriment également TLR4 et 5, dont l’activation favorise à l’inverse les 
capacités prolifératives et régulatrices des Treg 361, 362. 
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• TNF 
Les Treg isolées de patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde se sont révélées défectueuses 
au plan de leurs fonctions suppressives 363. Cette déficience ne semble pas due à un défaut 
intrinsèque puisqu’elle peut être réversée par la neutralisation du TNF 363, 364. L’exposition à 
de fortes doses de cette cytokine pro-inflammatoire induit une diminution de l’expression de 
Foxp3 et une disparition des capacités régulatrices. Le récepteur II au TNF (TNFRII) est 
spécifiquement exprimé par les Treg au sein du compartiment CD4+, et son expression 
augmente en présence de son ligand 364. Les Treg isolées de patients souffrant de polyarthrite 
rhumatoïde montrent d’ailleurs un niveau plus élevé de TNFRII et de GITR. Une influence 
néfaste du TNF sur l’homéostasie et la fonction des Treg a également été mise en évidence 
chez la souris NOD 365. 
L’ensemble de ces résultats établissent que des signaux pro-inflammatoires, et en particulier 
infectieux, peuvent temporairement restreindre l’activité des Treg, ce qui permet à la réponse 
immunitaire de se mettre en place. Ce frein peut toutefois s’avérer problématique dans le 
cadre de l’auto-immunité et des maladies inflammatoires. 
 
Implications physiopathologiques et potentiel thérapeutique 
 De nombreux bénéfices et quelques revers 
En sélectionnant les Treg, l’Evolution a doté le système immunitaire d’un frein très puissant 
et adaptable à toutes sortes de situations potentiellement pathologiques. C’est néanmoins une 
arme à double tranchant, détournée à leur avantage par nombre d’agents infectieux et de 
cellules tumorales. 
 
• L’auto-immunité 
De nombreux modèles ont démontré la nécessité d’une population régulatrice efficace pour 
prévenir l’auto-immunité. Les expériences fondatrices ont révélé que l’élimination des Treg 
conduisait systématiquement au développement de pathologies auto-immunes : la 
thymectomie néonatale mène à une oophorite 251, la thymectomie et l’irradiation de rats 
adultes entraînent une thyroïdite et un diabète 252, et le transfert à un animal immunodéficient 
de LT CD4+CD25- aboutit à une auto-immunité systémique mortelle 258. Moins 
artificiellement, les conséquences graves d’une absence des Treg sont illustrées par le 
syndrome de l’IPEX 266-268 ou par l’infection néonatale par le MTLV (mouse T lymphotropic 
virus) qui en détruisant le compartiment CD4 cause entre autres une gastrite 366. D’une façon 
moins drastique, la diminution des fonctions effectrices des Treg peut être à l’origine de  
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désordres dans la tolérance au soi. Ainsi des cellules régulatrices avec des capacités 
amoindries ont été isolées du sang de patients souffrant d’une forme relativement peu sévère 
de l’IPEX 272, de diabète de type I 367, de sclérose en plaque 368, de polyarthrite rhumatoïde 363 
ou du syndrome de Wiskott-Aldrich 369. La perturbation de l’homéostasie des Treg pourrait 
également conduire à la survenue de pathologies : la déficience en IL-2 ou l’incapacité à y 
répondre handicapent lourdement les Treg, ce qui provoque chez les animaux invalidés des 
atteintes auto-immunes 298. De nouveau, des défauts moins marqués peuvent suffire à 
déséquilibrer le système immunitaire. Une insuffisance dans la production d’IL-2 a été ainsi 
montrée comme un des facteurs de susceptibilité au diabète de la souris NOD et à 
l’encéphalite auto-immune expérimentale 370, 371. Par ailleurs, l’accumulation de Treg dans le 
système nerveux central a été associée à la rémission observée chez la souris C57BL/6 dans le 
modèle de l’EAE 372. Chez cette souche, l’induction de la maladie se traduit par l’apparition 
d’une inflammation aigue du tissu nerveux qui se résorbe spontanément. Une fois guéris, les 
animaux deviennent réfractaires à la ré-induction de la pathologie. La déplétion des Treg 
avant la première immunisation retarde la rémission spontanée, tandis qu’une élimination 
postérieure au rétablissement empêche l’acquisition de la résistance. Les Treg s’avèrent donc 
capables de contrôler la réponse auto-immune, mais leur enrichissement suite à une première 
réponse pourrait établir une tolérance durable. 
 
• L’inflammation 
La sous-population régulatrice effectrice/mémoire, définie sur l’expression de molécules 
impliquées dans la migration, comme CD103 ou CCR4, est présente dans de nombreux tissus 
non-lymphoïdes, en particulier les épithélia comme la peau ou les poumons 373. Ces cellules 
qui ont reconnu leur antigène dans les nœuds lymphatiques ont acquis des propriétés 
migratoires qui leur permettent de circuler dans les tissus. Sather et al. ont démontré qu’un 
stimulus inflammatoire administré en sous-cutané activait les Treg du ganglion drainant, 
induisant une forte prolifération et un changement de tropisme tissulaire qui permettait une 
migration vers la peau. En absence de CCR4 spécifiquement sur les Treg, les animaux 
développaient une inflammation sévère et une infiltration lymphocytaire massive de la peau et 
des poumons. 
Un défaut de ces cellules dans ces tissus pourrait être un des facteurs à l’origine des réactions 
allergiques. Les personnes atteintes de l’IPEX souffrent d’ailleurs également de diverses 
manifestations allergiques : eczéma, éosinophilie, allergies alimentaires, taux sériques élevés 
d’IgE 268. Des immunodéficiences sévères, comme le syndrome d’Omenn dû à une  
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dysfonction des recombinases RAG, sont souvent caractérisées par une éosinophilie, un fort 
taux sérique d’IgE et une infiltration lymphocytaire des parenchymes 374.  Une lymphopénie 
associée à une inflammation et un biais Th2 de la réponse est également observée chez la 
Souris. Le groupe de Paul a proposé que ce phénotype soit lié à une population de Treg au 
répertoire trop limité pour pouvoir contrôler efficacement la réponse 374. Par ailleurs, Jaffar et 
al. ont montré que dans un modèle d’induction d’asthme allergique, le transfert de LT Th2 
déplétés en CD25+ était plus pathogène que celui d’une population complète 375. Enfin, la 
déplétion des Treg rend sensibles à l’induction de l’hyperréactivité bronchique les souris 
génétiquement résistantes C3H, alors qu’elle a peu d’effet sur des souris A/J génétiquement 
sensibles 376. Cette perte de résistance serait liée à la présence de CD plus nombreuses et plus 
matures dans le parenchyme pulmonaire. 
Un autre épithélium dont le maintien de l’homéostasie est délicat est celui de la sphère 
intestinale, du fait du contact constant avec la flore symbiotique et les antigènes alimentaires. 
Le modèle d’induction de la colite par le transfert de LT CD4+ déplétés en cellules CD45RBlo 
a montré l’implication des Treg dans cet équilibre 257, de même que celle des cytokines anti-
inflammatoires, IL-10 331 et TGF-β 343. Les ganglions mésentériques seraient par ailleurs un 
lieu privilégié de génération de novo de cellules régulatrices, notamment du fait de la 
propriété des CD CD103+ de sécréter de l’acide rétinoïque 173, 174, 377. Dès 1994, il a été 
montré que des cellules CD4+ productrices de TGF-β et avec des propriétés immuno-
suppressives spécifiques étaient induites à la suite de l’administration orale d’un antigène 342. 
Plus récemment, les Treg ont été impliquées dans une nouvelle pathologie inflammatoire, 
l’athérosclérose 378. L’élimination des Treg d’une souris génétiquement susceptible à cette 
maladie provoque l’apparition de lésions plus étendues et plus inflammatoires, caractérisées 
par une accumulation accrue des macrophages et des lymphocytes. Le TGF-β semble ici un 
mécanisme majeur dans l’action des Treg, puisque les souris transgéniques pour un dominant 
négatif du TGF-βRII présentent une pathologie très sévère que la présence des Treg 
n’influence plus. 
Pour finir, il faut noter que la déficience des Treg peut être la conséquence et non la cause de 
l’inflammation. Il a en effet été montré que chez les patients souffrant de polyarthrite 
rhumatoïde, maladie auto-immune à forte composante inflammatoire, ce serait l’exposition à 
de hautes doses de TNF 364, ou de la combinaison IL-7/IL-15 379, qui serait à l’origine de la 
diminution de fonction des Treg. Ces cytokines ont été retrouvées dans la synovie des 
patients, et corrélées à la sévérité de la pathologie. 
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• La tolérance foeto-maternelle 
Du fait de l’expression d’antigènes paternels, le foetus est souvent considéré par les 
immunologistes comme un greffon semi-allogénique. De fait, une tolérance est induite 
pendant la grossesse, et a été mise en évidence par l’acceptation par le système immunitaire 
maternel d’une greffe de cellules tumorales paternelles 380. Cette tolérance est transitoire 
puisque la réactivité est restaurée après la délivrance. L’implication des Treg a été découverte  
chez la Souris par le groupe de Betz 381. Il a montré que la population régulatrice s’expand 
systémiquement dès les premiers jours de gestation, et ce même dans le cas de fœtus 
syngéniques. Cette observation soulève l’hypothèse d’une possible influence des hormones 
sexuelles féminines sur l’homéostasie des cellules régulatrices, et pourrait en partie expliquer 
l’effet bénéfique de la grossesse sur certaines pathologies auto-immunes comme la sclérose en 
plaques. Une importante infiltration de l’utérus par les Treg est également décrite. De plus, la 
déplétion des Treg conduit à un rejet du fœtus et à un avortement 381. Chez la Femme, une 
élévation du nombre de Treg dans le sang a également été reportée durant la grossesse 
normale 382, de même que leur présence dans la décidua 383. En fait, un nombre faible de Treg 
dans l’utérus a été corrélé avec l’avortement spontané et la pré-éclampsie 383, 384. 
 
• Les infections 
La réponse anti-infectieuse requiert chez les Vertébrés le concours des systèmes immunitaires 
inné et adaptatif. Le fait que les souris déficientes pour Rag, qui sont dépourvues de 
lymphocytes T et B, meurent rapidement d’infections qui sont combattues efficacement par 
un animal sauvage a longtemps été attribué à une croissance incontrôlée du pathogène. Une 
étude récente a montré que ce n’était pas toujours le cas 385. Ainsi, l’administration d’une dose 
sous-létale du virus murin de l’hépatite à des souris Nude induit une forte mortalité alors que 
la charge  virale des animaux reste basse. Par contre, de forts niveaux d’IFN-γ et de TNF–α 
sont relevés, suggérant que le décès soit en fait causé par les lésions provoquées par une 
tempête cytokinique. Cette hypothèse est confortée par le fait que l’injection d’une dose 
habituellement sous-létale de poly(I:C) à des souris déficientes pour Rag aboutisse au décès 
des animaux, alors que des anticorps bloquants le TNF ont un effet protecteur. Une 
implication des Treg a été proposée, et leur capacité à inhiber la surproduction de cytokines 
inflammatoires par les cellules du système inné a été confirmée in vitro. Cependant, cette 
propriété n’est pas confinée au compartiment régulateur puisque les LT conventionnels la 
possède aussi. Le système immunitaire a donc évolué pour répondre à une double  
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extrait de Belkaïd, Nat. Rev. Immunol. 2007 (7):875-88 
Figure 119|  Stratégies des pathogènes pour favoriser la génération et les fonctions des 
lymphocytes T régulateurs 
Les lésions tissulaires augmentent la présentation des antigènes du soi (a), et le mimétisme 
moléculaire peut permettre aux pathogènes d’accroître leurs chances d’activer des 
lymphocytes T régulateurs (Treg). Les pathogènes manipulent en outre les cellules 
présentatrices d’antigènes aux niveaux de la co-stimulation ou de la sécrétion de cytokines 
(b). Le recrutement des Treg est par ailleurs favorisé par la production de chimiokines 
spécifiques (c) et leur activation induite par la stimulation de certains TLR (d). 
APC : antigen presenting cell ; CCR : CC-chimiokine receptor ; DC : dentritic cell ; IL-10 : interleukin 
10 ; MHC : major histocompatibility complex ; PAMP : pathogen-associated molecular patterns ; 
TCR : T cell receptor ; TGF-β : transforming growth factor β;  TLR : Toll-like receptor. 
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problématique, mettre en place une réponse apte à éliminer les pathogènes tout en étant 
capable de limiter les dommages collatéraux que causerait une inflammation trop importante. 
Un rôle protecteur et non redondant des Treg a été mis en évidence dans certaines infections. 
Ainsi, dans le cas d’une infection oculaire par HSV (herpes simplex virus) 386 ou d’une 
infection chronique du foie par Schistosoma mansoni 387, la présence des Treg est 
indispensable pour éviter l’apparition de lésions inflammatoires des tissus. 
Par ailleurs, Belkaïd et al. ont montré dans le modèle de la Leishmaniose que les Treg, en 
atténuant la réponse immune, empêche l’élimination totale du parasite 333. Or la persistance de 
celui-ci permet alors l’établissement d’une mémoire immunologique à long terme. La 
présence des Treg permet dans ce cas la mise en  place d’un équilibre réciproquement 
profitable.  
Néanmoins, l’action des Treg peut se révéler défavorable à l’hôte par excès de zèle. Les 
maladies causées par les nématodes filaires sont associées à une immunosuppression 
marquée. Dans un modèle murin d’infection par Litomosoides sigmodontis, il a été montré 
qu’une accumulation de Treg était responsable de la susceptibilité à la pathologie et que leur 
élimination conduisait à la clairance de l’helminthe 388. De même, l’étude de la malaria chez 
l’Homme a démontré que la déplétion des Treg améliore la prolifération et la production 
d’IFN-γ par les cellules mononuclées du sang en réponse à des antigènes de Plasmodium 
falciparum 389. La présence de cellules Foxp3+ dans le sang est de plus corrélée à une 
production élevée de TGF−β ainsi qu’à une forte croissance du parasite. 
Les Treg peuvent donc représenter un frein à l’immunité anti-infectieuse et un facteur de 
virulence pour les pathogènes. Aussi nombre d’agents infectieux ont élaboré des stratégies 
pour tirer profit de la fonction suppressive des Treg. Ainsi le mimétisme moléculaire observé 
en particulier chez les virus, outre le camouflage qu’il offre, pourrait favoriser la prolifération 
des Treg dont le répertoire est enrichi en cellules auto-spécifiques. L’activation des Treg peut 
également être amplifiée par la stimulation de certains TLR, comme les TLR 4 361 et 5 362. 
Cependant des études ont rapporté au contraire une suspension des activités suppressives 
après engagement des TLR 2 359, 360 ou 8 358. L’effet pourrait donc s’avérer complexe que ce 
soit chez l’Homme ou chez la Souris. Le virus de l’immunodéficience humaine aurait 
également une influence sur l’homéostasie de ces cellules : l’exposition de Treg à une forme 
inactivée du virus accroît la population cellulaire dépendamment de gp120 390. Enfin, une 
influence sur la chimiotaxie des Treg est également décrite. Les CPA infectées par 
Leishmania major sécrètent ainsi les ligands de CCR5, récepteur dont l’expression est  
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indispensable au recrutement des Treg sur le site de l’infection 391. Ces mêmes CD favorisent 
l’expression par les LT de CD103, également critique pour rejoindre les tissus inflammés 307. 
 
• La réponse anti-tumorale 
L’effet délétère des Treg sur l’immunité anti-cancéreuse est largement documenté. Il a été mis 
en évidence que les patients possèdent des LT effecteurs réactifs contre leur tumeur mais que 
leur réponse anti-tumorale n’est pas suffisamment efficace pour l’éliminer 392. Des niveaux 
élevés de Treg ont été décrits dans le sang de patients atteints de cancers très divers 393. De 
récentes études cliniques ont en outre fait le lien entre un mauvais pronostic pour le patient et 
une accumulation intra-tumorale de cellules CD4+CD25+Foxp3+ dans des carcinomes 
gastriques 394 ou ovariens 395. Le détournement des cellules régulatrices représente en fait un 
des principaux mécanismes d’échappement tumoral. Il a été décrit que les Treg humaines 
expriment CCR4 et CCR8 396, et qu’il existe un recrutement spécifique de celles-ci par les 
tumeurs ovariennes qui sécrètent CCL22, un ligand de CCR4 395. À défaut de les attirer, les 
cellules cancéreuses peuvent également induire la génération de novo de Treg par la sécrétion 
de TGF-β 397. Dans le cas où la tumeur serait incapable de synthétiser cette cytokine, elle peut 
promouvoir l’accumulation dans les ganglions drainants de CD myéloïdes immatures, elles-
mêmes productrices de TGF-β, et initiatrices de la conversion de LT CD4+ vers le lignage 
régulateur 398. Les Treg présentes dans l’environnement tumoral induisent à leur tour 
l’émergence de CPA tolérogènes, macrophages exprimant B7-H4 335 et CD immatures ou 
productrices d’IDO, par la production d’IL-10 et l’expression de CTLA-4 notamment 393.  
 
 Une cible thérapeutique majeure 
• L’enrichissement du compartiment régulateur 
 Les stratégies 
Les capacités préventives ou curatives du transfert de Treg ont été établies concomitamment à 
leur identification, ce fut d’ailleurs un des arguments fondateurs de la notion de cellules 
régulatrices. Cet effet bénéfique a été observé dans de très nombreux modèles murins. 
Il peut s’agir de reconstituer un compartiment inexistant du fait d’une manipulation 
expérimentale, comme dans le cas de la thymectomie néonatale 254, ou du transfert dans un 
animal immunodéficient d’une population pathogène (CD4+CD45RBhi 257 ou splénocytes 
CD25- 258). L’apport de cellules régulatrices permet de prévenir l’apparition de pathologies 
auto-immunes ou inflammatoires : l’oophorite, la colite ou l’auto-immunité systémique dans 
nos exemples. Ceci est également vrai lorsque l’absence de Treg découle d’une déficience  
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génétique. Les souris Scurfy 265 peuvent être préservées de l’apparition de leur pathologie par 
l’administration néonatale de Treg. Par ailleurs, lorsque les Treg sont déjà présentes dans 
l’animal, le transfert peut permettre d’augmenter leur nombre pour faire pencher la « balance 
immunitaire » en faveur de la tolérance. Le développement de nombreuses pathologies 
induites expérimentalement, telles que l’EAE 399 ou l’asthme allergique 376, peut être contrôlé 
par l’injection de Treg. Cet effet préventif est aussi observé dans des modèles spontanés. 
Ainsi, l’injection régulière de Treg depuis les premières semaines de vie permet d’inhiber 
l’apparition du diabète chez la souris NOD 365, tout comme celui d’avortements lors du 
croisement CBA/JxDBA/2J 400. 
Le transfert de Treg peut de surcroît représenter un traitement pour des pathologies installées, 
ce qui revêt un intérêt certain pour la thérapeutique humaine. L’injection de Treg permet ainsi 
de réverser le développement de la colite 401 ou du diabète auto-immun 310. Elle a en outre la 
capacité de contrôler les lésions tissulaires parfois mortelles induites par une infection 387. 
Enfin, le transfert de Treg pourrait représenter une avancée considérable dans le domaine de 
la transplantation. La prise d’un greffon allogénique n’est rendu possible aujourd’hui que par 
un traitement immunosuppresseur chimique lourd. Des protocoles d’inhibition de rejet de 
greffe utilisant les Treg ont été mis au point chez l’animal. Des cellules expandues ex vivo 
sont par exemple capables d’induire une tolérance à une greffe médullaire, et ce 
spécifiquement 312, 313. Les Treg ont également la propriété de contrôler la maladie du greffon 
contre l’hôte 402, 403, principale complication de ce type de transplantation, tout en préservant 
la réaction du greffon contre la tumeur dans le cas du traitement des leucémies 404. Les 
premiers essais cliniques utilisant des Treg se déroulent d’ailleurs dans le cadre de la 
prévention du rejet de greffe médullaire 249. Le transfert de Treg BDC2.5 permet en outre 
l’acceptation d’une greffe d’îlots pancréatiques syngéniques chez la souris NOD diabétiques 
310. Ce qui montre que ces cellules peuvent inhiber le rejet d’un tissu qui est la cible d’une 
réponse déjà engagée. Prévenir le rejet d’un organe solide allogénique par la seule injection 
de Treg semble plus complexe. Les protocoles couronnés de succès combinent les Treg à un 
conditionnement comme l’induction d’un chimérisme médullaire 405, ou utilisent des cellules 
issues d’un individu tolérisé 406. 
Une alternative au transfert de Treg réside dans l’expansion du compartiment endogène. 
L’administration de mycophenolate mofetil ou de la forme active de la vitamine D3, seuls ou 
en combinaison, permet d’induire l’acceptation d’une allogreffe d’îlots pancréatique 407. Cette 
tolérance découlerait de la génération de CD tolérogènes qui induirait à leur tour des cellules 
régulatrices. Toujours dans le domaine de la transplantation, l’équipe de Wood a proposé  
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comme pré-traitement à la greffe des transfusions de sang du donneur, associées ou non, à une 
injection d’anticorps dirigés contre CD4 334, 408. Ces deux conditionnements ont un effet 
bénéfique sur la survie du greffon et sont médiés par une induction périphérique de Treg. 
L’expansion du compartiment régulateur est aussi envisagé dans le traitement de l’auto-
immunité. L’administration d’anti-CD3 en combinaison avec une immunisation intra-nasale 
de proinsuline, qui induit la prolifération des Treg, a une action curative chez la souris NOD 
409. D’autre part des thérapies déjà utilisées chez l’Homme se sont révélées devoir, au moins 
en partie, leur effet à l’accroissement de la population régulatrice. Ainsi l’administration 
intraveineuse d’immunoglobuline, efficace contre différents désordres auto-immuns comme 
la sclérose en plaque ou la polyarthrite rhumatoïde, montre une action anti-inflammatoire et 
immunomodulatrice. Le groupe de Misra a montré dans le modèle de l’EAE que cette 
protection était associée à une expansion périphérique des Treg et à une augmentation de leur 
efficacité 410. La déplétion des Treg annulait d’ailleurs l’effet bénéfique du traitement. 
Enfin, certaines molécules ont la capacité intéressante de promouvoir spécifiquement la 
prolifération des Treg du fait des voies de signalisation différentes utilisées par LT régulateur 
et conventionnel. Les glucorticoïdes en sont la première illustration. Les Treg sont en effet 
résistantes à l’induction d’apoptose médiée par ces hormones 411. Les Treg expriment 
fortement le récepteur spécifique et leur expression de CTLA-4 et de GITR semble même 
renforcée. Cette résistance pourrait participer à l’effet immunosuppresseur des 
glucocorticoïdes. Par ailleurs, la rapamycine, qui a une action anti-proliférative sur les LT 
effecteurs, est inefficace sur les Treg 412. Le groupe de Negrin a disséqué le mécanisme sous-
jacent en révélant que la stimulation du récepteur de l’IL-2 induit l’activation chez les Treg de 
la voie STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5), au détriment de la voie 
Akt/mTOR, cible de la rapamycine et préférentiellement stimulée chez les LT conventionnels 
413. La phosphorylation plus élevée de PTEN (phosphatase and tensin homolog) assurerait 
chez les Treg l’inactivation de la voie AKT/mTOR. Le groupe de Benoist a de plus démontré 
que ce biaisement de la signalisation serait indispensable à la différenciation des Treg puisque 
Akt représenterait un fort inhibiteur de l’induction de Foxp3 dans le thymus et par le TGF-β 
414. 
 Les limites 
La première question que l’on peut se poser concerne la faisabilité d’une thérapie basée sur le 
transfert de Treg : pourra-t-on obtenir suffisamment de cellules et seront-elles pures ? Les 
Treg ne représentent en effet que 5-10% des LT CD4+ du sang périphérique, ce qui en fait une 
population relativement rare et implique une phase d’expansion. Les Treg ont une capacité  
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proliférative réduite par rapport à leur contre-partie effectrice, mais l’ajout d’IL-2 lors de la 
stimulation permet toutefois la multiplication à large échelle de cellules régulatrices qui 
conservent leurs propriétés phénotypiques et fonctionnelles 415. Néanmoins, il existe un risque 
de contamination par des cellules T conventionnelles. L’utilisation du marqueur CD127, qui 
distingue les Treg des cellules conventionnelles activées 277, et/ou l’ajout de rapamycine dans 
la culture qui bloque sélectivement la prolifération des LT effecteurs 412, sont deux solutions 
envisageables. Par ailleurs, pour ce qui de la méthode d’isolement, deux protocoles s’offrent  
aux scientifiques, le trieur de cellules par cytométrie et la séparation par billes magnétiques. 
Pour l’instant, seule la seconde méthode reçoit l’estampille « bonnes pratiques de 
fabrication » nécessaire à l’utilisation en clinique 416. On peut également admettre que le trio 
de marqueurs CD4/CD25/CD127 assure l’isolement d’une population pure en Treg, bien que 
le groupe d’Edinger suggère l’ajout de CD45RA qui en identifiant la sous-population naïve 
permettrait de sélectionner les cellules avec les meilleures caractéristiques phénotypiques et 
fonctionnelles 415. 
La question de la spécificité est d’autre part primordiale. Les stratégies d’enrichissement du 
compartiment régulateur préexistant semblent sur ce point particulièrement fragiles 
puisqu’elles ne permettent pas de sélectionner une population. En ce qui concerne le transfert 
de Treg, la maîtrise du répertoire semble plus aisée du fait de la phase de multiplication 
qu’elle contient. Cependant, l’expansion ex vivo de cellules humaines spécifiques d’un 
antigène du soi n’a jamais été réussie jusqu’ici. Cette lacune pourrait représenter un obstacle 
majeur à l’application de la thérapie par les Treg dans les maladies auto-immunes. En effet, 
dans les modèles animaux, les études ayant obtenu une rémission utilise une population de 
Treg spécifiques 310, 417, hormis un travail sur la colite 401. Or, dans ce dernier modèle, les 
animaux traités sont lymphopéniques, ce qui induit une prolifération homéostatique des LT 
qui pourrait permettre d’obtenir suffisamment de Treg efficaces à partir de la population 
polyclonale. Comme l’utilisation des Treg dans le cadre de l’auto-immunité a une visée 
curative, et non préventive, et que les patients ne sont pas lymphopéniques, obtenir des 
cellules avec une spécificité définie semble un pré-requis incontournable. La transplantation, 
par contre, semble un domaine plus favorable à l’utilisation des Treg. Une étude a en effet 
déjà réussi à générer des lignées de Treg humaines allospécifiques par des stimulations 
successives avec des CD syngéniques chargées avec des peptides du CMH allogéniques 418. 
De plus, l’administration des cellules pourrait se faire au moment, ou peu de temps après, la 
transplantation, dans un hôte lymphopénique qui plus est, dans le cas des greffes de moelle 
osseuse. Il est intéressant de noter par ailleurs que les modèles animaux montrent que dans le  
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extrait de Roncarolo et al., Nat. Rev. Immunol. 2007 (7):585-98 
Figure 20 | La thérapie cellulaire basée sur les lymphocytes T régulateurs 
La conception d’une thérapie cellulaire fondée sur l’administration de cellules T régulatrices 
comprend de nombreuses étapes devant chacune être validée par un contrôle qualité. 
GMP : good manufacturing practice 
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cas de la maladie du greffon contre l’hôte, une population polyclonale montre une efficacité 
proche de celle d’une population enrichie en clones allogéniques 419. Ce résultat pourrait 
s’expliquer par la haute fréquence des clones alloréactifs ou par la lymphopénie de l’hôte. Il 
n’est donc pas étonnant que les premiers essais cliniques en cours sur le transfert de Treg se 
fassent sur des patients ayant reçu un greffon médullaire allogénique 249. Le premier, mené 
par Edinger en Allemagne, porte sur cinq patients greffés avec un fort risque de rechute 
cancéreuse. Après arrêt de l’administration de cyclosporine A, ils ont reçu une infusion de LT 
du donneur, pour favoriser la reconstitution immune et l’élimination de la tumeur, et des Treg 
fraîchement isolées du donneur. Aucune cytotoxicité, ni complications ne sont à déplorer 
jusqu’ici. Un second essai américain dirigé par Blazar et June consiste à injecter, 
simultanément à la greffe, des Treg du donneur expandues sur des CPA artificielles (billes 
recouvertes d’anticorps anti-CD3/anti-CD28) en présence d’IL-2.  
Une des principales problématiques à la manipulation des Treg chez l’Homme est le risque de 
ne pouvoir contrôler l’action régulatrice et de créer un état d’immunosuppression général, 
avec les menaces d’infections opportunistes ou de tumeurs que cela comporte. De fait, même 
si des résultats étaient obtenus avec des populations polyclonales, l’emploi de lignées 
spécifiques lorsqu’un antigène cible est connu pourrait paraître plus sûr. Une approche 
proposée par ailleurs serait l’insertion lors de la phase ex vivo d’un gène suicide inductible 420. 
De nombreuses questions restent en suspend, dont certaines ne pourront trouver de réponse 
sans les essais cliniques : les cellules injectées survivront-elles dans l’organisme? Combien 
d’administrations seront nécessaires ? Devront-elles être utilisées seules ou en combinaison à 
des drogues immunosuppressives ? Quelle est la meilleure méthode d’expansion ? Dans 
quelles pathologies pourront-elles vraiment être utilisées ? 
 
• La restauration de la fonction 
Certains signaux inflammatoires (motifs microbiens, IL-6 ou TNF), lorsqu’ils sont présents en 
grande quantité dans l’environnement, peuvent s’opposer à la mise en place de l’action 
suppressive des Treg, en agissant directement sur celles-ci ou en rendant réfractaires les LT 
conventionnels. Cette observation est interprétée comme un moyen de permettre à la réponse 
immune de se mettre en place. Toutefois, dans des cas pathologiques d’inflammation, 
l'incompétence des Treg s’avère problématique. Il a été montré que la neutralisation des 
signaux inflammatoires permettait une réappropriation des fonctions suppressives. C’est le 
cas du traitement par un anticorps anti-TNF, utilisé chez les patients souffrant de polyarthrite 
rhumatoïde 363.  
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• La neutralisation 
 Cas de la thérapie anti-tumorale 
Un enjeu majeur de la lutte anti-cancéreuse réside dans l’élaboration de stratégies pour 
renforcer l’immunité anti-tumorale. La première approche développée a été d’éliminer les 
Treg : la déplétion in vivo par administration d’un anticorps anti-CD25 (PC61) améliore en 
effet le rejet de la tumeur 421. Cette réponse est principalement médiée par les LT CD8+ 
cytotoxiques, bien que les cellules T CD4+ et NK puissent également jouer un rôle. Un point 
particulièrement intéressant est qu’utilisé en combinaison avec une vaccination anti-tumorale, 
le traitement anti-CD25 semble capable d’établir une mémoire immunologique à long terme. 
De plus, la protection offerte par cette mémoire semble pouvoir s’élargir à d’autres types de 
tumeurs qui présenteraient des antigènes communs non identifiés 422. L’effet de ce traitement 
est cependant plus efficace lorsqu’il précède l’inoculation de la tumeur, sans doute parce que 
l’anticorps élimine en plus des Treg les cellules effectrices activées CD25+ 357. De ce fait, 
CD25+ n’apparaît pas comme la meilleure cible dans une utilisation curative. GITR, autre 
marqueur caractéristique des Treg, pourrait représenter une alternative. L’injection 
d’anticorps anti-GITR (DTA-1) inhibe significativement la croissance tumorale, y compris 
dans le cadre de tumeurs établies 357. Cette action passe par une augmentation du nombre de 
cellules T sécrétrices d’IFNγ. L’effet de ce traitement est cependant restreint contre les 
tumeurs de faible immunogénicité. L’administration d’anticorps anti-CTLA-4 induit un gain 
d’efficacité de la réponse anti-tumorale similaire 423. Par contre, la combinaison des deux anticorps a une action 
synergique capable d’éradiquer des tumeurs à des stades plus avancés chez la Souris {Ko, 2005 #115. Des essais cliniques sur 
des mélanomes à des stades avancés ont montré que le traitement par un anticorps anti-
CTLA-4 combiné à une vaccination par peptide permet une régression tumorale chez un 
nombre significatif de patients 424. 
Le traitement par anticorps monoclonaux n’est pas la seule voie thérapeutique à l’étude. Des 
travaux récents ont fait émerger la molécule TLR8 comme cible potentielle. La stimulation de 
TLR8 par le biais de ligands naturels ou synthétiques, tels que CPG-A, induit une réversion 
de la fonction suppressive des Treg. Des expériences de transfert adoptif chez la Souris 
montrent que cette inhibition conduit à une exacerbation de la réponse anti-tumorale 358.  
Par ailleurs, le denileukin diftitox est une protéine de fusion entre l’IL-2 et la toxine 
diphtérique qui induit l’apoptose des cellules CD25+.  Son administration permet une 
élimination efficace des Treg et une augmentation de l’activité des LT effecteurs. Cependant, 
un traitement de plus d’un mois touche également le compartiment conventionnel 425. Cette  
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approche dans des cas de tumeurs rénales s’est révélée améliorer l’effet de la vaccination par 
les CD 426. 
La dépendance à l’IL-2 des Treg a aussi inspiré le recours à la cyclophosphamide ou au 
tacrolimus, molécules de chimiothérapie qui sont couramment utilisées dans la prévention du 
rejet de greffe, puisqu’en bloquant l’IL-2 elles inhibent aussi l’activation des LT. De faibles 
doses de cyclophosphamide ont en effet une action délétère sur les Treg chez la Souris, y 
compris dans des modèles tumoraux 427. Ces molécules ne font cependant pas l’objet d’essais 
cliniques dans le domaine de la cancérothérapie pour l’instant. 
Enfin, un point important réside dans le mode d’administration. Il a été mis en évidence que 
l’injection d’anticorps directement dans la tumeur permettait une forte réponse 357. Ainsi une 
modification uniquement locale de l’équilibre entre cellules effectrices et régulatrices pourrait 
avoir l’avantage de limiter les risques de désordres auto-immuns liés à l’inhibition du 
compartiment régulateur. Il est donc fermement établi que l’inhibition des Treg soit une 
stratégie prometteuse dans le traitement des tumeurs, seule ou en combinaison avec la 
vaccination tumorale. De plus, il semble que cibler plusieurs molécules simultanément 
accroisse l’efficacité du traitement. 
 Contrôle des infections et vaccination 
Dans les pathologies où l’action des Treg se traduit par une immunosuppression telle qu’elle 
favorise dangereusement la croissance du parasite, une neutralisation de ces cellules est une 
stratégie potentielle pour restaurer une réponse efficace. Du fait des interactions complexes 
entre Treg et immunité anti-infectieuse, l’emploi de ces thérapeutiques ne s’adresse qu’aux 
infections où l’immunosuppression met en danger l’organisme. L’utilisation de l’anticorps 
déplétant anti-CD25 permet d’améliorer la réponse antivirale chez l’Homme et chez la Souris. 
Dans le cas de l’infection par le virus de l’hépatite C, des expériences in vitro ont montré que 
les cellules mononuclées du sang dépourvues de Treg retrouvent une réponse spécifique du 
virus efficace 428. Chez la Souris, l’administration de PC61 améliore significativement la 
cytotoxicité spécifique de HSV 429. Cet effet concerne non seulement la réponse primaire, 
mais également l’efficacité de la réponse mémoire. La neutralisation des Treg peut également 
être obtenue par l’intermédiaire de l’anticorps bloquant anti-GITR. Le modèle murin 
d’infection chronique par le virus de Friend mime l’infection opportuniste contractée par des 
patients sidaïques. Ce retrovirus est également tumorigène, et sa persistance est liée à 
l’accumulation de Treg. Le traitement par l’anti-GITR restaure la réponse Th1, réduit la 
charge virale, et améliore la réponse anti-tumorale à long terme 430. La combinaison des deux  
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anticorps a par ailleurs été testée dans le cadre des filiarioses avec pour résultat l’élimination 
du parasite 388. 
Influencer l’activité des Treg est également envisagé dans le cadre de nouvelles approches 
vaccinales : les Treg peuvent en effet moduler l’intensité de la réponse secondaire, et donc 
compromettre l’efficacité d’un vaccin. Différentes expériences ont donc évalué l’effet d’une 
inhibition des Treg au moment de l’inoculation sur la réponse mémoire. Ainsi une 
amélioration de l’efficacité a été obtenue par cette approche dans un modèle murin de 
malaria, avec un meilleur contrôle du parasite lors de la seconde infection et une extension de 
la réponse à des épitopes sous-dominants 431. L’effet bénéfique de la déplétion est observé sur 
une large variété de stratégies vaccinales et d’antigènes du soi et du non-soi. L’importance du 
contrôle des populations régulatrices dans le cadre de la vaccination pourrait par ailleurs se 
justifier par le fait que l’exposition à un antigène dans des conditions sub-optimales de 
présentation peut mener à la conversion de LT CD4+ en Treg. Ainsi la vaccination dans 
certaines situations pourrait être génératrice de Treg. Des études ont montré que la 
vaccination contre l’antigène de L. major, LACK, en absence d’adjuvant favorisait 
l’apparition de cellules Tr1, ce qui en provoquait l’échec 432. L’ajout d’adjuvant ou la 
neutralisation des cellules régulatrices résolvaient le problème.  
136 
 
 
modifié de Rioux et al., Nature 2005 (435):584-9 
Figure 21 | Origines d’une maladie multifactorielle 
L’auto-immunité résulte souvent de l’interaction entre des mutations génétiques et les facteurs 
environnementaux. Chaque composante affecte un ou plusieurs acteurs du système 
immunitaire, et la combinaison de ces effets induit une altération de la réponse au soi. 
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4. LA SOURIS NOD 
 
Un modèle auto-immun murin spontané 
• Création de la souche 
La souris NOD fut générée au Japon en 1980 par croisements de la souche non consanguine 
Swiss 433. Le but original était d’obtenir une lignée pure d’animaux atteints de la cataracte, 
ainsi qu’une souche contrôle. Parmi les animaux indemnes de la cataracte, une femelle 
développa spontanément une hyperglycémie et une infiltration leucocytaire massive des îlots 
pancréatiques. Elle fut à l’origine de la souche NOD, tandis qu’une lignée parallèle devient la 
souris NON (non-obese non diabetic). 
 
• Tableau clinique 
Les signes cliniques décrits par Makino furent une rapide perte de poids et une polyurie 
entraînant une polydipsie 433. Aucune rémission spontanée ne fut constatée, mais 
l’administration quotidienne d’insuline permettait une reprise de poids et un allongement de 
l’espérance de vie. Les tests biochimiques révélèrent une hyperglycémie, une hyperglycosurie 
et une hypercholestérolémie, alors que les analyses histologiques mirent en évidence des 
infiltrats importants accompagnés d’une destruction des îlots β du pancréas. Si les premiers 
signes d’insulite furent observés dès cinq semaines indépendamment du sexe, l’incidence était 
fortement déséquilibrée : 80% chez les femelles après 30 semaines pour 20% chez les mâles. 
Il a été mis en évidence par la suite un rôle modulateur des hormones sexuelles puisque la 
castration annule les différences de susceptibilité chez les deux sexes 434. 
La souche montre également une tendance au développement de lésions auto-immunes 
touchant d’autres tissus : les glandes salivaires et lacrymales, la thyroïde, les parathyroïdes, 
les surrénales, la prostate, les testicules, le gros intestin et les hématies 435. 
Il est notable que l’incidence du diabète varie selon les colonies, sans doute à cause de 
l’influence des facteurs environnementaux. Une forte diminution est ainsi observée lorsque 
les animaux ne sont pas maintenus dans des conditions exemptes de tout pathogène, et une 
protection est offerte par l’administration de composés microbiens 436. Cette constatation est 
une illustration de l’hypothèse de l’hygiène, selon laquelle la recrudescence de l’allergie et de 
l’auto-immunité dans les pays industrialisés découle en partie de la diminution des infections 
infantiles. Les enseignements apportés par l’étude de la souris NOD sur la physiopathologie 
du diabète de type I sont nombreux, d’abord parce que des similitudes avec la maladie  
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inspiré de Wicker et al., Annu. Rev. Immunol. 1995 (13):179-200 
Figure 22 |Localisations approximatives des loci Idd sur le génome murin 
Les distances reportées proviennent de la base de données du site du Jackson Laboratory 
(www.informatics.jax.org). Certaines régions décrites qui se sont révélées colocaliser avec 
d’autres loci ne sont pas indiquées : Idd11 et 25 qui chevauchent Idd9, et Idd26 qui 
correspond à Idd5.2. 
Idd : insulin dependent diabetes. 
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humaine sont avérées. Un des principal intérêt de ce modèle est l’origine multifactorielle de la 
pathologie et la possibilité d’isoler des défauts génétiques ayant une influence majeure sur la 
susceptibilité à l’auto-immunité. 
 
• Une susceptibilité génétique 
Les premières études de ségrégation furent effectuées en croisant les souris NOD avec des 
souris résistantes C57BL/6 (B6) 437. Les observations selon lesquelles l’hybride de première 
génération était résistant, et la fréquence de diabète était très basse au sein de la génération 
F2, suggérèrent que le contrôle génétique à l’œuvre chez la souris NOD fût récessif et incluât 
au moins cinq gènes. Ce sont en fait plus de 30 loci, baptisés Idd (insulin dependent diabetes) 
qui furent identifiés, répartis sur tout le génome. 
Idd1, localisé sur le chromosome 17, est le contributeur le plus important et correspond au 
locus du CMH. L’homozygotie pour ce locus est en effet requise pour le développement du 
diabète 438. Les souris NOD sont en fait dotées d’un haplotype unique, H-2g7, dont la 
particularité réside dans les molécules de classe II : I-E est absente et I-A est formée des 
chaînes I-Aαd et I-Aβg7 439. La chaîne β est caractérisée par des substitutions en position 56 et 
57 qui lui donnent une structure particulière facilitant la liaison et la présentation de peptides 
usuellement non associés aux autres molécules de CMH 440. I-Ag7 se lie avec une faible 
affinité à de nombreux peptides, les complexes résultants sont instables et ne présentent 
qu’une capacité de stimulation réduite en comparaison aux autres haplotypes 440, 441. Chez 
l’Homme, les allèles de DQ, montrant les mêmes substitutions, sont associés à un risque élevé 
de diabète auto-immun 442. 
Il est remarquable qu’aucun locus d’origine NOD ne soit suffisant pour transférer la 
susceptibilité au diabète dans une souche tierce, de même que la modification simultanée de 
plusieurs régions soit souvent nécessaire (exception faite d’Idd1) pour conférer une résistance 
à NOD. Parmi les régions non liées au CMH dont l’influence est la plus marquée, on trouve 
Idd3, 5, 9, 10 et 18. Différents gènes candidats ont émergé au fil des années, en particulier 
lorsque des variants ont été identifiés : c’est le cas de Vav3 pour Idd18 443 ou de CD101 pour 
Idd10 444. Cependant les gènes engagés dans un même processus sont souvent regroupés 
spatialement, ce qui multiplie les candidats potentiels. Parfois plusieurs molécules impliquées 
sont voisines, ce qui a entraîné la subdivision de certaines régions en sous-loci, comme Idd5 
et 9 445-447. Ainsi CTLA-4 448 et Nramp1 (natural resistance associated macrophage resistance 
1) 449 sont les candidats privilégiés pour Idd5.1 et Idd5.2 respectivement, d’autant que leur 
orthologue chez l’Homme se situent également dans des loci de susceptibilité identifiés 445.  
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Toutefois d’autres molécules en relation avec l’immunité et présentes dans la portion 
chromosomique ont retenu l’attention et ne peuvent être exclues de prime abord. Il s’agit de 
CD28, ICOS, la caspase 8, FLIP ou CXCR2. La dissection des loci et l’identification des 
gènes sont donc longues et complexes. Ainsi alors qu’Idd3 a été identifié en 1994 450, le 
groupe de Wicker n’a démontré qu’en 2007 que le mécanisme sous-jacent était une 
diminution de la production d’IL-2 370. 
 
Pathogénie du diabète 
Les défauts immuns de la souris NOD touchent aussi bien la différenciation des cellules que 
la réponse, le système inné qu’adaptatif. Nous ne traiterons ici que de quelques exemples 
jugés les plus pertinents par rapport à la tolérance. 
 
 Sélection thymique 
La particularité de la présentation des peptides par I-Ag7 est soupçonnée d’être à l’origine 
d’une altération de la sélection thymique. Il a été montré que la plus forte fréquence de clones 
auto-réactifs chez la souris NOD est dépendante de l’haplotype du CMH, et que ce phénotype 
est conféré aux souris congéniques B6-H-2g7 451. Ce résultat pourrait s’expliquer par une 
sélection négative inefficace, et l’incapacité des molécules I-Ag7 d’interagir fortement avec le 
TCR. La preuve d’une délétion clonale défectueuse a été apportée par l’équipe de Sprent 452. 
Cependant le défaut identifié était intrinsèque aux cellules T et touchait la sensibilité à 
l’apoptose des cellules SP immatures suite à l’administration d’anti-TCR ou de superantigène 
bactérien. La résistance des thymocytes semi-matures CD4+ NOD avaient déjà été mise en 
évidence in vitro suite à la déprivation d’IL-2, et liée à un taux élevé de la molécule Bcl-x 453. 
Il a ensuite été montré que plusieurs gènes étaient impliqués dont le facteur pro-apoptotique 
Bim 454, une incapacité à surexprimer cette molécule protégeant les thymocytes de la délétion. 
 
 La co-stimulation 
• CD86 
À la faible avidité d’I-Ag7 pour le TCR s’ajoute des défauts dans la co-stimulation. Il a été mis 
en évidence que les CPA et les LT des souris NOD expriment des niveaux de CD86 plus bas 
que ceux des souches B6 ou BALB/c 455. Or la co-stimulation est importante dans la tolérance 
pour la sélection négative et la génération des Treg. D’ailleurs, les souris NOD déficientes 
pour CD28 ou CD80/86 souffrent d’un diabète plus sévère du fait de la forte diminution de la 
population régulatrice 295. 
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• CTLA-4 
CTLA-4, situé dans des loci de susceptibilité chez l’Homme et chez la Souris, a également 
fait l’objet de plusieurs études. Sa surexpression par les LT conventionnels est moindre chez 
les souris NOD après stimulation antigénique 455, ce qui pourrait entraîner une diminution de 
l’efficacité du rétro-contrôle exercé par cette molécule sur les clones en expansion. De plus, le 
variant d’épissage liCTLA-4 est moins exprimé chez la souris NOD 448. Cette molécule, à 
laquelle il manque le domaine de liaison à CD80/86, inhibe la réponse T et est 
préférentiellement présente à la surface des Treg. Son importance physiologique est illustrée 
par la lignée congénique NOD.B10 Idd5.1, où liCTLA-4 est normalement exprimé, et qui 
montre une résistance accrue au diabète. 
 
• ICOS 
Icos est également situé dans Idd5.1, et un polymorphisme y a été détecté 435. Les Treg 
infiltrant le pancréas expriment cette molécule qui participe à l’induction de la sécrétion d’IL-
10 456. Un lien direct entre la variation allélique et une différence d’expression ou de 
fonctionnalité reste néanmoins à établir. 
 
• 4-1BB 
Enfin, plusieurs polymorphismes ont été identifiés entre NOD et B10 sur le gène codant pour 
4-1BB situé dans Idd9.3 457. Les cellules T d’origine NOD présentent une réponse affaiblie à 
la co-stimulation par cette molécule. Or il a été récemment montré que l’administration 
d’anticorps anti-4-1BB a un effet protecteur vis-à-vis du diabète chez les souris NOD via 
l’accroissement de la population régulatrice 458. 
 
 Les populations T régulatrices 
• Les lymphocytes T régulateurs CD4+Foxp3+ 
Le rôle crucial des Treg dans la pathologie des souris NOD a été extensivement démontré : leur 
absence suite à une thymectomie ou une déplétion sélective aggrave la sévérité de la maladie 
295, 459, alors que leur transfert 255, 304, 365 peut prévenir ou retarder son apparition. L’expansion 
in vivo de la population régulatrice, par une production transitoire de TGFβ dans les îlots 
pancréatiques 460 ou l’administration d’anti-4-1BB 458, offre pareillement une protection. Une 
déficience quantitative de Treg en périphérie a été décrite par plusieurs équipes 295, 365, mais 
contestée par ailleurs 461. Il a cependant été établi que la sécrétion paracrine 
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extrait de Roncarolo et al., Nat. Rev. Immunol. 2007 (7):585-98 
Figure 23 | Physiopathologie du diabète de type I et contrôle par les lymphocytes T 
régulateurs 
(a) Suite à des évènements diabétogènes indéterminés, des antigènes pancréatiques jusque-là 
cryptiques sont relargués dans le milieu. Leur présentation par des cellules présentatrices 
résidentes induit la cytotoxicité des lymphocytes T (LT) CD8+. (b) Ces mêmes antigènes sont 
également convoyés jusqu’aux nœuds lymphatiques drainants par les cellules dendritiques qui 
stimulent l’expansion des clones T CD4+ auto-spécifiques. (c) Les LT CD4+ activés infiltrent 
le pancréas où ils recrutent et activent des cellules inflammatoires. La production de cytokines 
pro-inflammatoires et l’induction de FasL sur les cellules β provoquent la destruction des îlots 
de Langerhans. Il est probable que l’activation des LT régulateurs se fasse dans les ganglions 
pancréatiques, où ils peuvent limiter la prolifération et la migration des cellules T effectrices. 
Ils agissent également au niveau du tissu, en particulier via la sécrétion de cytokines 
immunosuppressives. 
FasL : Fas ligand ; iDC : immature dendritic cell ; IFN : interferon ; IL : interleukin ; MHC : major 
histocompatibility complex ; TCR : T cell receptor ; TGF : transforming growth factor ; TNF : tumor 
necrosis factor ; Treg : lymphocyte T régulateur naturel 
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 défectueuse d’IL-2 par les cellules des souris NOD était un handicap à leur fonctionnalité 370. 
Il semblerait en outre que les capacités suppressives des Treg d’origine NOD décroissent avec 
l’âge des animaux, parallèlement à l’apparition d’une résistance des LT conventionnels à 
l’action du TGFβ 462. Gregg et al. ont rapporté une baisse soudaine du niveau de TGFβ 
membranaire à la surface des Treg des souris NOD à huit semaines 463. Par ailleurs, la 
susceptibilité liée au locus Idd6 corrèle de nouveau avec une efficacité réduite des Treg 464. 
Enfin, le TNF semble moduler négativement la taille du compartiment régulateur et sa 
capacité suppressive 365. L’inflammation consécutive au diabète, en plus de défauts 
génétiques, pourrait donc limiter l’expansion et l’efficacité des Treg des souris NOD. 
 
• Les cellules NKT 
Les cellules NKT constituent l’autre population régulatrice pour laquelle une déficience 
importante a pu être mise en avant chez les souris NOD. Baxter et al. ont observé une nette 
diminution de la population thymique, et dans une moindre mesure périphérique, chez la 
souris NOD 187. Ils ont en outre montré que le transfert de thymocytes enrichis en cellules 
NKT protègeait ces animaux de l’apparition du diabète. Comme pour les Treg, l’absence des 
iNKT suite à l’invalidation de CD1d entraîne une aggravation de la pathologie 465, 466. À 
l’inverse un accroissement de la population régulatrice, par l’expression du TCR transgénique 
Vα14-Jα281, induit la mise en place d’une tolérance active 188. Il est intéressant de noter que 
l’infection par S. mansoni peut complètement inhiber la survenue de l’auto-immunité chez la 
souris NOD, et que cette résistance est corrélée avec l’induction de cellules NKT 467. Les 
cellules dendritiques des souris infectées ont également un profil cytokinique modifié, avec 
une sécrétion d’IL-10 au détriment de l’IL-12. Il a par ailleurs été démontré que l’injection 
d’α-GalCer protègeait contre le diabète en augmentant la population NKT 466, 468, 469, et en 
induisant des CD myéloïdes tolérogènes 468. Outre la promotion de CD tolérogènes, l’action 
des lymphocytes NKT semble passer par la sécrétion d’IL-4 et/ou d’IL-10, ce qui pourrait 
influencer la balance Th1/Th2 468-470. Une altération du choix de lignage au niveau thymique 
471 serait à l’origine de la faiblesse quantitative de ces cellules dans les souris NOD. 
Des données contradictoires sur les déficiences quantitatives ont été publiées chez l’Homme 
472-474. Ce paradoxe provient sans doute de la disparité qui existe entre les compartiments 
sanguins, thymiques et pancréatiques d’une part 475, et la variabilité qui peut résulter de l’âge 
et de la sévérité de la pathologie 476 d’autre part. 
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5. LA GENERATION DES LYMPHOCYTES T REGULATEURS CD4+ FOXP3+ 
 
Origine thymique 
• Mise en évidence 
La capacité du thymus à produire des LT aux propriétés suppressives fut soupçonnée dès les 
expériences de thymectomie néonatale 251. Elle fut prouvée par le groupe de Sakaguchi qui 
établit que les thymocytes CD4+CD25+ avaient les mêmes caractéristiques phénotypiques 
(marqueurs de surface et anergie) et fonctionnelles que leur contre-partie périphérique 477. 
Cette étude identifia également la population CD4-CD8- comme précurseur commun aux 
cellules conventionnelles et régulatrices. Il fut démontré par la suite que les thymocytes 
régulateurs exprimaient en outre Foxp3 264. 
 
• Les lymphocytes T régulateurs subissent-ils la sélection thymique ? 
L’équipe de Salaün a montré que la transplantation d’un thymus embryonnaire allogénique, 
indemne de toute colonisation par les cellules hématopoïétiques, dans les premiers jours de la 
vie permettait d’établir une tolérance active restreinte à l’haplotype du greffon 478. Cette étude 
montre que l’épithélium thymique génère des cellules suppressives capables de maintenir une 
tolérance spécifique. Par la suite, une étude de Bensiger sur des souris dont l’expression du 
CMHII est confinée au cortex dans le thymus a confirmé que les cTEC seules étaient capables 
d’effectuer la sélection positive des Treg 479. Ces cellules sont d’ailleurs aussi efficaces que 
celles de souris sauvages. Par ailleurs, si on mesure en absence de délétion clonale la 
proportion de cellules spécifiques pour les superantigènes endogènes exprimés par 
l’épithélium cortical, on se rend compte qu’elles sont beaucoup plus nombreuses parmi les 
thymocytes Foxp3+ 480. En outre, lorsqu’un seul couple CMHII/peptide est exprimé 
uniquement dans le cortex, un développement préférentiel des Treg est observé 481. La 
sélection positive des Treg auto-spécifiques serait donc accrue par rapport à celle des cellules 
conventionnelles. Les Treg semblent cependant subir une sélection négative efficace : la 
délétion accomplie par les CD a été mise en évidence vis-à-vis des peptides thymiques et des 
superantigènes endogènes 482, 483. Dans un animal où les CD sont dépourvues de molécules de 
CMH, la proportion de Treg augmente dans le thymus, comme celle des LT CD4+CD25-. 
L’implication des mTEC dans le développement des Treg reste plus incertaine. Anderson et 
al. ont démenti l’hypothèse que l’expression d’Aire fût la source d’une sélection positive des 
Treg ; son absence ne modifiant pas leur développement ou leur fonctionnalité 484. 
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• Répertoire 
Bien qu’ils semblent assujettis aux mêmes étapes de sélection, on peut se demander si les 
compartiments régulateurs et conventionnels possèdent des répertoires équivalents. Il a été 
montré que les répertoires thymiques sont similairement variés, comprenant la même diversité 
de chaînes α et β du TCR chez les animaux sauvages 279, 482, ou de chaînes α lorsque la chaîne 
β est arbitrairement fixée 485. Par une analyse des thymocytes et des LT circulants, des 
résultats similaires ont été obtenus chez l’Homme 486. Une évolution du répertoire a été mise 
en évidence entre thymocytes et LT périphériques 487, 488. Il est probable que la population 
périphérique des Treg s’enrichit en clones auto-spécifiques du fait de la dépendance à 
l’antigène pour se maintenir 292 et de la prolifération des cellules qui constituent la population 
effectrice/mémoire 303. Plusieurs groupes ont soutenu l’idée que le répertoire thymique 
régulateur serait en outre initialement enrichi en lymphocytes spécifiques du soi. Les 
expériences par dilution limite indiquèrent une fréquence plus haute de cellules capables de 
s’expandre au contact des peptides du soi parmi la population suppressive 482, 485. Une 
approche par séquençage a d’ailleurs montré une divergence entre répertoires conventionnel 
et régulateur, ceux-ci ne se chevauchant que partiellement 485, 487, 488. Or, les LT qui se sont 
activés au contact des antigènes du soi, isolés de souris déficientes pour Foxp3, expriment 
préférentiellement les chaînes du TCR naturellement retrouvées dans le répertoire régulateur 
489. Récemment le groupe d’Ignatowicz a défendu la thèse inverse, à savoir que les Treg 
n’étaient pas préférentiellement auto-réactives 488. Par la génération d’hybridomes, ils ont 
testé la spécificité d’un grand nombre de TCR dérivés de cellules régulatrices et 
conventionnelles, et n’ont pas trouvé de biais au sein du compartiment suppresseur vers la 
reconnaissance du soi. Les différents systèmes employés expliquent peut-être la divergence 
des résultats sur cette question qui reste donc ouverte. 
 
Choix de lignage régulateur versus effecteur 
 Avidité des interactions TCR/ligand 
• Le modèle instructif 
En 2001, Jordan et al. montrèrent que l’affinité du récepteur influençait le développement des 
Treg 490. Lorsque l’interaction est forte, la proportion de LT CD4+ qui sont aussi CD25+ est 
décuplée dans un système double transgénique TCR/ligand par rapport à l’animal simple 
transgénique pour le TCR. Par contre pour une affinité beaucoup plus faible, ce pourcentage 
est similaire que le peptide soit présent ou pas. Ces résultats sont alors interprétés comme la  
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démonstration que des interactions de haute avidité favorisent la sélection des Treg. Des 
données suggérant que la force de l’engagement du TCR dût atteindre un certain seuil pour 
permettre la différenciation des Treg avaient été précédemment fournies par l’équipe de 
Sakaguchi 477. Les animaux exprimant le TCR spécifique de l’ovalbumine DO11.10 sont 
dépourvus de Treg s’ils sont également déficients pour les enzymes RAG. Les souris 
uniquement transgéniques pour ce TCR génèrent des cellules régulatrices, mais qui portent 
très majoritairement des chaînes α endogènes du récepteur. Enfin, dans un système triple 
transgénique, où en sus le ligand était présent, un pourcentage conséquent de Treg se 
développait 491. Des approches complémentaires sont venues enrichir l’argumentation en 
faveur de la nécessité d’un signal antigénique fort. Le renforcement de la signalisation en aval 
du TCR par l’inhibition de la phosphatase SHP-1 (Src homology region 2 domain-containing 
phosphatase 1) permet de doubler la taille du compartiment régulateur 492, tandis que 
l’interruption de la voie aboutissant à l’activation de NF-κB (nuclear factor-kappa B)limite 
dramatiquement le développement des Treg 493. 
Il a donc été proposé que la décision entre cellule régulatrice et effectrice soit guidée par 
l’intensité de l'interaction TCR/ligand avec les CPA thymiques : l’engagement vers le lignage 
régulateur se faisant lorsque l’avidité dépasse un certain seuil. 
 
• Le modèle sélectif 
Une étude de l’équipe de Mathis a amené à reconsidérer l’interprétation de ces résultats. Elle 
a montré que l’augmentation de la proportion de Treg parmi les thymocytes dans le cadre 
d’interactions TCR/ligand de haute avidité n’était pas le fait d’un biais de la différenciation 
vers le lignage régulateur mais d’une résistance à la délétion 494. Dans un système 
transgénique où l’expression du ligand est contrôlée temporellement et quantitativement, 
aucune variation significative du nombre absolu des Treg n’a été observée dans les conditions 
d’interactions de forte avidité. Par contre, le nombre de cellules T CD4+ conventionnelles 
chutait drastiquement du fait de la délétion clonale. Cette différence de sensibilité à l’apoptose 
suggère qu’il préexiste deux compartiments distincts parmi les thymocytes qui reçoivent la 
sélection. Il est alors proposé que l’interaction TCR/ligand ne soit pas un signal instructeur 
mais plutôt un signal de survie pour des cellules T régulatrices déjà engagées vers leur 
lignage. La démonstration qu’un ligand agoniste promeut plus largement la sélection positive 
des cellules qui se différencient en lymphocytes Foxp3+ conforte l’hypothèse de précurseurs 
immatures aux propriétés distinctes 480. 
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• La co-stimulation 
En adéquation avec la nécessité d’une interaction TCR/ligand forte, l’importance des 
molécules de co-stimulation à la surface des cellules de l’environnement thymique semble 
également être de premier plan. Il a été décrit que les souris invalidées pour CD28 ne 
possèdent qu’une population très réduite de Treg dans le thymus et la périphérie 295, 296. Le 
groupe de Singer a identifié le domaine de liaison de Lck comme la clé de la fonction de 
CD28 dans la différenciation qui permet au thymocyte DP de devenir un LT CD4+Foxp3+ 495. 
De plus, il a été très récemment montré que l’expression de CD40 par les TEC et les CD 
influencerait quantitativement la génération des Treg 496. Il est notable que les ligands des 
molécules de co-stimulation sont presque exclusivement exprimés dans la médulla. 
Dernièrement, il a été découvert une implication des corpuscules de Hassall, qui sont des 
amas concentriques de cellules épithéliales médullaires, que l’on suppose être un stade 
terminal de la différenciation des mTEC, notamment parce qu’on y détecte une expression 
génique ectopique. Ces structures sont présentes chez l’Homme et chez le Rat, et il a été 
proposé que leur équivalent chez la Souris soit les dernières étapes de différenciation des 
mTEC 85. Leur action serait indirecte et passerait par l’induction de CD80/86 sur les CD 
médullaires par la sécrétion d’une cytokine particulière, la TSLP (thymic stromal 
lymphopoietin) 497. Les CD ainsi activées sont capables de stimuler la différenciation en 
culture de thymocytes CD4+CD25- en Treg avec une efficacité considérable.  
 
 Conditionnement lors des stades précoces 
L’observation que la proportion de Treg parmi les thymocytes était décuplée dans les souris 
invalidées pour le pré-TCR a conduit le groupe d’Hayday à rechercher si, comme pour les LT 
γδ32, il existe un trans-conditionnement des cellules DN par les lymphocytes DP 498. Ils ont 
montré que le pourcentage de thymocytes SP CD4+Foxp3+ est inversement proportionnel à 
celui des cellules DP. En se basant sur les profils géniques différents des cellules DN2 co-
existant, ou non, avec des lymphocytes DP, ils ont pu identifier deux sous-populations 
distinguables par leur taille : les cellules ayant reçu le conditionnement, les DN2-L, et les non 
conditionnées, les DN2-S. En utilisant ces deux types de thymocytes comme précurseurs dans 
une culture thymique fœtale, ils ont constaté que les LT SP CD4+ issus des cellules DN2-S 
étaient enrichies en Treg exprimant Foxp3 et différents autres marqueurs caractéristiques. 
Ainsi, l’interaction entre les thymocyte DP et DN par le biais d’un couple ligand/récepteur 
indéterminé conduit à l’émergence d’une sous-population DN2 orientée vers le lignage 
conventionnel.
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 Les cytokines signalant par la chaîne commune γ  
Alors que la dépendance des Treg vis-à-vis de L’IL-2 pour leur maintenance en périphérie fut 
fermement établie, son implication lors du développement thymique a fait l’objet d’un long 
débat. Les travaux de Malek et al. montrèrent l’absence de Treg dans les souris invalidées 
pour CD122, la chaîne β du récepteur à l’IL-2, et la possibilité d’un développement normal 
dans ces animaux de cellules régulatrices sauvages après transfert 301. Ces données en faveur 
d’un rôle de l’IL-2 furent contredites par la démonstration que les jeunes souris déficientes 
pour l’IL-2 ou CD25 exhibaient une population Foxp3+ thymique quantitativement normale 
298, 499. Cependant, dans cette même étude, on peut constater l’inhibition totale de la 
différenciation des Treg en absence de la chaîne γ commune (γc) 298. Les cytokines dont le 
récepteur inclut γc, auxquelles appartiennent l’IL-2, l’IL-7 ou l’IL-15, ont un rôle déterminant 
dans le développement et l’homéostasie des LT. Des études récentes ouvrirent le chemin vers 
la solution en ne considérant plus seulement l’IL-2 mais également ces cytokines qui en sont 
proches. Ainsi, Burchill et al. démontrèrent que les souris invalidées simultanément pour l’IL-
2 et l’IL-15, ou pour le facteur de transcription en aval, STAT5, étaient incapables de générer 
des Treg 500. Il est à noter que les récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-15 partagent leurs deux chaînes 
de transduction β et γ, ce qui explique sans doute les résultats des différentes souris 
transgéniques, notamment celles déficientes pour l’IL-2 et CD122 où un relais de l’IL-15 est 
possible. Ce même groupe avait préalablement montré que l’expression forcée de STAT5 
permettait un accroissement du compartiment régulateur 501. En fait ce transgène restaure le 
lignage régulateur dans les animaux déficients pour CD122 500, la γc, CD28, et dans les 
nouveaux-nés sauvages 502. Il semble donc que le signal délivré par la co-stimulation précède 
celui qui passe par la γc, et que l’un de ces deux signaux soit manquant à l’âge néonatal. Des 
thymocytes SP CD4+Foxp3- sont présents dans les premiers jours de vie et il a été proposé 
qu’ils étaient des lymphocytes régulateurs incapables de terminer leur différenciation 503. Un 
travail récent de l’équipe de Hsieh a identifié ces cellules comme les précurseurs immédiats 
des Treg 504. Après injection intra-thymique, elles sont capables de générer des LT Foxp3+, 
même en absence de molécules de CMHII, ce qui montre que ces cellules ont déjà dépasser les 
évènements de sélection. La conversion de thymocytes SP CD4+ en Treg peut être reproduite  
in vitro par l’ajout d’IL-2 ou d’IL-15, ainsi que par l’expression forcée de STAT5. Ainsi ce 
signal cytokinique serait un événement tardif dans le processus de différenciation, qui par 
l’induction de Foxp3 permettrait la mise en place du programme génétique des Treg matures. 
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Figure 24 |Choix de lignage effecteur versus régulateur 
Les lymphocytes CD4+ T régulateurs (Treg) et effecteurs (Teff) sont issus d’un précurseur 
commun DN. L’interaction des cellules DN2 avec les thymocytes DP via la lymphotoxine b 
et son récepteur induit un trans-conditionnement qui donne naissance à deux sous-populations 
distinctes de par leur taille et leur profil génique. Les cellules DN2S sont capables de se 
différencier en Treg à haute fréquence. Les thymocytes qui deviennent des lymphocytes 
Foxp3+ ont un comportement différent vis-à-vis des sélections positive et négative, ce qui 
montre que leurs précurseurs ont acquis des propriétés particulières avant ces étapes du 
développement. Des interactions TCR/CMH-peptide de haute avidité sont nécessaires à leur 
différenciation. Elles permettraient en particulier aux cellules SP d’acquérir la capacité de 
recevoir le signal cytokinique qui induit l’expression de Foxp3. Celui-ci stabiliseet renforce  
les propriétés acquises et met en place l’identité régulatrice et les fonctions suppressives. 
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; cTEC : cellule épithéliale thymique corticale ; DN : 
double négative ; DP : double positive ; Foxp3 : forkhead box p3 ; TCR : T cell receptor. 
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Par des analyses de répertoire, il a été mis en évidence que l’expression ectopique de STAT5 
détourne du lignage conventionnel des cellules qui y étaient destinées 502. Il est probable que 
ces thymocytes ne pourraient physiologiquement pas devenir des Treg parce que l’affinité du 
TCR qu’elles portent n’est pas suffisante. Par ailleurs, il a été montré que la sélection négative 
induit une augmentation du niveau de CD25 et CD122 505. Or, les précurseurs les plus 
efficaces identifiés par Lio et al. expriment ces deux marqueurs 504. On peut supposer que 
l’interaction de haute avidité des thymocytes prédéterminés à devenir des Treg avec les CD 
médullaires exprimant les molécules de co-stimulation prédispose ces lymphocytes à recevoir 
le signal cytokinique activant la transcription de Foxp3. 
 
 Quel rôle pour Foxp3 ? 
Foxp3 est considéré comme la clef de voûte de l’identité des Treg pour trois raisons 
majeures : leur absence totale dans les souris Scurfy 263, 265, l’acquisition du phénotype et des 
capacités suppressives après transduction du gène dans un LT conventionnel 263-265, et 
inversement la perte de ces caractéristiques après excision 273. Plusieurs laboratoires se sont 
investis dans la définition du programme génique contrôlé par Foxp3, et des avancées 
significatives ont été réalisées dernièrement. Il a été mis en évidence que Foxp3 influence la 
transcription de plusieurs centaines de gènes et qu’il peut se comporter aussi bien comme un 
activateur que comme un répresseur 506, 507. Ces principales cibles participent à la signalisation 
du TCR, à la communication cellulaire et à la régulation de la transcription. 
Ce dernier point est d’importance car il semble que seuls 6% des gènes régulés par Foxp3 
soient des cibles directes 506 ; ce qui implique un processus à plusieurs strates incluant de 
nombreux autres facteurs de transcription. De plus, un quart des sites de liaisons localisés se 
situent dans des régions intergéniques. Foxp3 semble par conséquent influencer l’expression 
d’ARN (acide ribonucléique) non codants, et en effet il active la transcription de miR155. Le 
domaine des microARN est en pleine expansion, et en tant que modulateurs transcriptionnels, 
leur rôle dans des processus comme la différenciation est fermement établi. Or il avait déjà été 
montré que DICER, la RNase qui dirige leur maturation, est indispensable au développement 
des Treg, de même que les LT conventionnels et suppresseurs présentent des profils 
d’expression de microARN distincts 508. 
Par ailleurs, les séquences avec lesquelles interagit directement Foxp3 sont enrichies en 
motifs de liaison de NFAT, ce qui suggère un partenariat fréquent 507. Cette synergie explique 
en partie pourquoi l’influence de Foxp3 apparaît comme plus étendue dans les cellules 
activées. 
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modifié de Curiel, Nat. Med. 2007 (13):250-3 
Figure 25 | Foxp3, chef d’orchestre du programme génique des cellules T régulatrices 
L’expression de Foxp3 est induite tardivement dans le développement des lymphocytes T 
régulateurs (Treg) par une combinaison de signaux incluant les signalisations en aval du TCR, 
de CD28 et des récepteurs aux cytokines à chaîne commune γ (γc). Elle permet la mise en 
place des fonctions suppressives, consolide le phénotype et l’état d’anergie, et exclut 
l’orientation vers les autres lignages CD4. En périphérie, l’expression constante de Foxp3 est 
nécessaire pour maintenir les caractéristiques de la Treg. Son action peut être directe, en 
collaboration avec NFAT dans les cellules activées, ou passer par les microARN. 
CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen 4 ; Foxp3 : forkhead box p3 ;  Pdeb3b : cyclic nucleotide 
phosphodiesterase 3b ; miR : microRNA ; TCR : T cell receptor ; NFAT : nuclear factor of 
activated T cells ; Th : T helper 
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Un point important est que le programme transcriptionnel en aval de Foxp3 n’est pas le même 
dans les thymocytes et les lymphocytes de la périphérie 506. Les facteurs environnementaux 
sont donc cruciaux et jouent sur l’activité de Foxp3. L’analyse des gènes préférentiellement 
modulés dans le thymus a mis en avant un groupe de facteurs de transcription et d’acteurs de 
la modification de la chromatine, et un second comprenant des molécules de signalisation. Par 
contre, les gènes influencés par Foxp3 aussi bien dans le thymus que dans la périphérie sont 
plutôt des molécules de surface, telles que CD25, CTLA-4 ou Icos. La fonction de Foxp3 
dans les thymocytes touche beaucoup plus de gènes qu’en périphérie, et est essentiellement 
activatrice de transcription, ce qui s’accorderait avec la mise en place d’un programme de 
différenciation suivie par le maintien des caractéristiques suppressives. 
Le groupe de Rudensky a récemment mis au point un système où une partie des Treg transcrit 
le gène de Foxp3 mais ne peuvent traduire une protéine fonctionnelle 282. Ces cellules se 
développent et migrent dans la périphérie, ce qui suggère que les cellules pré-déterminées à 
devenir des Treg ne meurent pas lorsque l’absence de Foxp3 les empêche de terminer leur 
différenciation. Elles expriment des niveaux intermédiaires des molécules de surface, comme 
CTLA-4 ou GITR, ont perdu leurs capacités suppressives, et sont capables de produire de 
l’IL-2 et des cytokines pro-inflammatoires, y compris l’IL-17. De plus, si elles sont 
anergiques, le seuil de stimulation par CD28 menant à la réversion de leur état est abaissé. 
L’ensemble de ces données montre qu’en absence de Foxp3 certaines des caractéristiques des 
Treg persistent bien qu’elles semblent fragilisées ; une part du rôle de Foxp3 semble donc 
d’amplifier et de stabiliser des spécificités moléculaires existantes des Treg. En outre, on 
constate que des aptitudes classiquement réprimées et particulières aux autres lignages T CD4 
refont surface. Ainsi, la sécrétion d’IL-17, normalement restreinte aux LT Th17, peut être 
interprétée comme le signe que Foxp3 surclasse RORγt (retinoic acid-related orphan nuclear 
receptor γt) dans le choix de lignage. En fait, la capacité inhibitrice de Foxp3 vis-à-vis 
d’autres facteurs de transcription aptes à orienter le LT vers d’autres lignages, GATA3 273, T-
bet (T box expressed in T cells)283 et RORγt 509, cimente l’identité des Treg en terme de profil 
cytokinique et de pathogénicité.  
 
La génération périphérique 
• La conversion par le TGF-β 
En 2001, Yamagiwa et al. montrèrent que la stimulation antigénique de LT CD4+ 
conventionnels naïfs humains en présence de TGF-β menait à l’apparition de cellules aux  
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extrait de von Boehmer et al., Nat. Immunol. 2008 (9):121-2 
Figure 26|Activation transcriptionnelle de Foxp3 
a|Les sites de liaison des co-activateurs sur le promoteur de Foxp3. b|Lors de la 
génération périphérique des cellules T régulatrices, l’action combinée de la signalisation du 
TCR, du TGFβ et de l’IL-2 active la liaison de facteurs de transcription sur la séquence 
promotrice de Foxp3. 
AP1 : activator protein 1 ; ATF : activating transcription factor ; CREB : cyclic AMP response 
element binding protein ; Foxp3 : forkhead box p3 ; IL : interleukin ; NFAT : nuclear factor of 
activated T cell ; Smad : small mothers against decapentaplegic ; STAT : signal transducer and 
activator of transcription ; TCR : T cell receptor ; TGFβ : transforming growth factor β 
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capacités suppressives 510. Il a ensuite été mis en évidence que ces cellules acquéraient 
simultanément l’expression de Foxp3 341. L’action du TGF-β ne se limite pas à exclure la 
différenciation vers d’autres lignages par l’inhibition de facteurs de transcription comme 
GATA-3 ou T-bet. En fait, l’engagement du TCR induit l’activation du co-activateur CREB 
(cyclic AMP response element binding protein)/ATF (activating transcription factor) qui peut 
se lier à une séquence activatrice de la transcription du gène de Foxp3 511. Cependant, cet îlot 
CpG est méthylé, ce qui empêche la liaison de CREB/ATF. La présence de TGF-β corrèle 
avec une diminution de la méthylation de cette séquence et à une augmentation de la 
transcription de Foxp3. Par ailleurs, Tone et al. ont montré que Smad3 (small mothers against 
decapentaplegic 3), facteur de transcription en aval du récepteur au TGF-β, et NFAT se liaient 
également à une séquence promotrice de Foxp3 et stimulaient l’acétylation de l’histone H4 
512. 
En sus du TGF-β, l’IL-2 est également requise pour cette conversion 513, 514. Son effet passe 
par l’activation de STAT-5 qui joue le rôle de co-activateur dans la transcription de Foxp3 500, 
515. De plus, l’acide rétinoïque peut agir en synergie avec la TGF-β pour amplifier la 
génération de Treg 377. Par contre, l’IL-6 en combinaison avec le TGF-β induit l’expression 
du facteur de transcription RORγt et promeut la différenciation Th17 516. Il existe une 
dichotomie antagoniste entre les lignages Th17 et régulateur, arbitrée par la présence d’IL-6 
ou d’IL-2 et d’acide rétinoïque dans le milieu : la première favorise les cellules Th17 et inhibe 
la conversion en Treg, les deux autres ont l’effet inverse 282, 517. De plus, si Foxp3 et RORγt 
peuvent être co-exprimés dans des LT naïfs exposés au TGFβ, de fortes doses de la cytokine 
pro-inflammatoire favorisent le facteur de transcription régulateur qui inhibe la fonction de 
RORγt, en partie au travers de leur interaction 509. 
 
• L’induction par une stimulation antigénique sub-optimale 
L’inactivation d’un LT entré en contact avec une CPA non stimulée est une des bases du 
maintien de la tolérance périphérique. Cependant, la question de la possibilité d’une 
différenciation de ce LT vers un phénotype suppresseur s’est rapidement posée. Le groupe de 
von Boehmer a montré dans un modèle double transgénique que le transfert de LT d’une 
spécificité donnée dans un hôte naïf dont les cellules hématopoïétiques expriment l’antigène 
cible se traduit par l’apparition de cellules avec des capacités suppressives 518. Une génération 
de Treg a également été obtenue par cette équipe en délivrant l’antigène par des mini-pompes 
osmotiques 519 ou en l’adressant aux CD par l’intermédiaire de l’anti-DEC205 520. Dans le  
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dernier cas, les cellules induites sont Foxp3+, et la capacité à répondre au TGF-β apparaît 
comme cruciale. Ces expériences montrent que la présentation d’antigènes dans des 
conditions sub-immunogéniques conduirait à la différenciation périphérique de Treg. Il est 
intéressant de noter que les cellules converties sont aussi celles qui ont le moins proliféré 
après le transfert 519. L’influence de la co-stimulation sur la génération de novo des Treg a été 
mise en évidence in vitro : CTLA-4 semble délivrer un signal indispensable à la conversion 
par le TGF-β 521. Par contre, CD28 a un effet néfaste sur la différenciation périphérique, à 
l’inverse de sa présence essentielle dans le thymus 522. Ce résultat est appuyé par le fait que 
les CD immatures soutiennent une meilleure conversion que celles qui ont été préalablement 
exposées au LPS. Toutefois, la présence d’acide rétinoïque  abolirait le désavantage lié à 
l’expression de CD80/86, permettant aux CD intestinales qui sont dans un environnement 
stimulateur de jouer un rôle tolérogène 377. 
 
• L’exemple de la tolérance orale 
La génération extrathymique de Treg a été proposée dans de nombreuses situations 
physiologiques ou pathologiques : la grossesse, la tolérance orale, le cancer 397 ou l’infection 
chronique 523. Il a cependant été montré que les organes lymphoïdes associés à l’intestin 
constituaient le site physiologique où la conversion en Treg était la plus efficace 173, 174. La 
sphère intestinale doit être en effet le siège permanent d’une suppression de l’inflammation 
causée par la stimulation par les antigènes du non soi. Cette régulation inclut l’induction 
d’anergie, la délétion et la génération de cellules suppressives 524. Les deux premiers 
mécanismes interviennent en présence de fortes doses d’antigènes tandis que l’induction de 
Treg est favorisée par des concentrations plus faibles 525, 526. L’apparition de populations 
suppressives dans les organes lymphoïdes associés à l’intestin fut démontrée par des 
expériences de transfert adoptif 527. L’implication de cellules T CD4+ fut mise en évidence  
par la perte de la tolérance orale en cas de déplétion de celles-ci 528, et par la possibilité de 
transférer la suppression grâce à uniquement des LT CD4+ 342. La population induite, 
initialement appelée Th3, exprime Foxp3, est sécrétrice de TGF-β et son induction dépend de 
cette cytokine 529. Bien que les LT CD4+ soient la principale source de TGF-β, la conversion 
peut être impulsée en leur absence 529, car les cellules mésenchymateuses et épithéliales sont 
pareillement aptes à le synthétiser 146. Très récemment, il a été identifié une population de CD 
CD103+, productrice d’acide rétinoïque, qui semble être à la base de la génération extensive 
des Treg intestinales173, 174. Il a en outre été proposé que, comme dans le thymus, la sécrétion 
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de TSLP par les cellules épithéliales soit à l’origine de CD tolérogènes et génératrices de Treg 
530. 
 
 
 
modifié de Mowat, Nat. Rev. Immunol. 2003 (3):331-41 
Figure 27 | Mise en place de la tolérance orale par le micro-environnement intestinal 
L’exposition à la PGE2 et au TGFβ, produits respectivement par les cellules 
mésenchymateuses et les macrophages, et par les cellules épithéliales, conduit à l’émergence 
de cellules dendritiques tolérogènes dans la lamina propria et les plaques de Peyer. Dans les 
ganglions mésentériques, ces cellules promeuvent la génération de lymphocytes T régulateurs 
(Treg), notamment par le métabolisme de la vitamine A. La sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires par les Treg permet l’inhibition locale de l’inflammation, une tolérance 
systémique aux antigènes alimentaires, et la commutation des immunoglobulines (Ig) vers la 
classe A, base de l’immunité mucosale. 
CCR : CC-chemokine receptor ; CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte antigen 4 ; IL-10 : interleukin 10 ; 
LPS : lipopolysaccharide ; MLN : mesenteric lymph nodes ; PGE2 : prostaglandine E2 ; TGFβ : 
transforming growth factor β. 
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Objectifs 
 
 
Peu de choses sont connues sur le programme génétique présidant à la différenciation des 
Treg, bien que ce champ ait fait l’objet d’investigations intenses ces dernières années, 
entraînant des progrès significatifs. Ces avancées ont permis d’identifier une série de signaux 
(TCR 490, cytokines 502, 504, interaction avec les cellules DP498) reçus par le thymocyte et 
intégrés dans le choix de lignage régulateur versus effecteur. Elles ont aussi déterminé que 
Foxp3, seule molécule proposée jusqu’à présent comme « aiguilleur » potentiel, n’intervient 
que tardivement alors que la cellule semble déjà imprégnée de son devenir 282. Ainsi Foxp3 
aurait davantage un rôle de stabilisateur de caractéristiques préétablies et permettrait 
l’acquisition terminale de propriétés, telles que la fonction suppressive. Il n’est donc probable 
que l’orientation se fasse précédemment à l’induction de Foxp3. En fait, la différence de 
comportement face à la sélection positive mise en évidence entre cellules DP devenant 
Foxp3+ ou Foxp3- 480, ou de résistance à la délétion 494, suggèrent que la décision débute à un 
stade précoce. Les deux sous-populations de thymocytes DN2 identifiées par l’équipe 
d’Hayday corroborent cette thèse 498. Il est possible que le trans-conditionnement amenant à 
cette scission soit l’événement fondateur de l’engagement vers les lignages régulateur et 
effecteur. Néanmoins, les gènes dirigeant cette décision restent pour l’instant inconnus. 
L’objectif de ce travail a été de démontrer qu’un tel contrôle génétique existait chez la Souris, 
d’en définir les modalités et d’identifier le(s) gène(s) en cause. 
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Genetic control of thymic development of
CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T lymphocytes
Paola Romagnoli1, Julie Tellier1 and Joost P. M. van Meerwijk1,2
1 Institut National de la Sant et de la Recherche Mdicale (INSERM) U563, Centre de
Physiopathologie de Toulouse Purpan (CPTP), IFR 30, Institut Claude de Preval,
Toulouse, France
2 Institut Universitaire de France and Faculty of Life Sciences (UFR-SVT), University
Toulouse III, Toulouse, France
Among the several mechanisms known to be involved in the establishment and
maintenance of immunological tolerance, the activity of CD4+CD25+ regulatory
T lymphocytes has recently incited most interest because of its critical role in inhibition
of autoimmunity and anti-tumor immunity. Surprisingly, very little is known about
potential genetic modulation of intrathymic regulatory T lymphocyte development. We
show that distinct proportions of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells are found in
thymi of common laboratory mouse strains. We demonstrate that distinct levels of
phenotypically identical regulatory T cells develop with similar kinetics in the mice
studied. Our experimental data on congenic mouse strains indicate that differences are
not caused by the distinct MHC haplotypes of the inbred mouse strains. Moreover, the
responsible loci act in a thymocyte-intrinsic manner, confirming the latter conclusion.
We have not found any correlation between thymic and peripheral levels of regulatory
T cells, consistent with known homeostatic expansion and/or retraction of the
peripheral regulatory T cell pool. Our data indicate that polymorphic genes modulate
differentiation of regulatory T cells. Identification of responsible genesmay reveal novel
clinical targets and still elusive regulatory T cell-specific markers. Importantly, these
genes may also modulate susceptibility to autoimmune disease.
Introduction
Immune tolerance is established by a variety of
mechanisms acting in primary lymphoid organs during
lymphopoiesis and in so-called “peripheral” lymphoid
organs during the activation or differentiation phase of
mature lymphocytes [1]. Among the severalmechanisms
known to be involved, dominant tolerance (i.e.mediated
by regulatory or suppressor lymphocytes) has incited
great interest because of its potential in treatment of
diseasesasvariedasautoimmunedisordersandcancer,as
well as in transplantation [2–4]. The best studied
regulatory T cell subset is of CD4+CD25+ phenotype.
Thesecellswerediscoveredbecauseof their crucial role in
the inhibition of multi-organ autoimmune disorder
induced by thymectomyofmice at day 3 of life [5]. Later,
these cells were shown to inhibit inflammatory bowel
disease, tofine-regulate immunitytopathogens, toinhibit
anti-tumor immunity, and to protect the fetus from
maternal immune aggression [6–9]. Because of their
crucial role in vivo, CD4+CD25+ regulatory
T lymphocytes are very good candidates as therapeutic
agents for the regulationof transplantation toleranceand
inhibition of autoimmunity. It has recently been shown
that these cells can inhibit graft-vs.-host disease [10–14],
rejection of transplanted tissue [2, 15], and autoimmune
disease in experimental settings [16–18].
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Probably the majority of (but not all) CD4+CD25+
regulatory T lymphocytes develop in the thymus
[19–23]. In this organ, CD25+ regulatory and CD25–
effector T lymphocytes appear to have common
CD4–CD8– [24] and CD4+CD8+ (our unpublished data)
precursors. Similar to effector T cells, regulatory T cells
are positively selected via interaction with thymic
cortical epithelial cells [25]. Expression of high-affinity
ligands by thymic epithelial cells has been reported to
favor development of regulatory T cells [19, 26, 27]. A
recent report suggests that this may be due to deletion of
CD4+CD25– but not CD4+CD25+ precursors upon
recognition of their cognate ligand expressed by thymic
epithelial cells [28]. Interestingly, interaction with high-
affinity/avidity ligands expressed by thymic antigen-
presenting cells of bone marrow origin can lead to
deletion of regulatory T cell precursors [29, 30].
Consistent with these observations, we and others have
previously shown that the peripheral repertoire of
regulatory T lymphocytes is enriched in auto-specific
cells [29, 31, 32].
Surprisingly, despite the generally appreciated
crucial importance of dominant tolerance, little is
known about genetic control of regulatory T cell
development and function. Such potential genetic
variations might modulate susceptibility to a large panel
of pathologies. Moreover, they would help in providing
information concerning fundamental issues such as
lineage choice and selection of regulatory T cell
precursors in the thymus and functioning of these cells
in the periphery.
Only one very rare genetic polymorphism is known to
modulate differentiation of regulatory T lymphocytes.
The forkhead/winged-helix transcription factor FoxP3 is
preferentially (but not exclusively) expressed by reg-
ulatory T lymphocytes [33–37]. Transfection of effector
T cells with constructs encoding this transcription factor
causes these cells to exert potent suppressor-effector
functions [33–36]. Mice carrying a natural mutation in
the gene encoding FoxP3 (“scurfy”) lack regulatory
T lymphocytes and die after a few weeks of life [33, 34].
In humans, a natural mutation in FoxP3 causes the rare
lethal autoimmune disorder IPEX [38, 39]. To our
knowledge this is the only genetic polymorphism known
to modulate regulatory T lymphocyte development.
We here present data indicating the existence of
genetic polymorphisms causing quantitative differences
in regulatory T lymphocyte development in common
laboratory mouse strains. We show that genes outside
the MHC and acting in a thymocyte-intrinsic manner
modulate intrathymic differentiation of regulatory
T lymphocytes. Ultimate identification of the respon-
sible loci should prove important for the analysis of
thymic regulatory T cell lineage choice and selection,
may enable identification of still elusive regulatory
T cell-specific markers, and may yield more insight in
mechanisms modulating susceptibility to autoimmune
disease.
Results
Distinct proportions of CD25+ regulatory T cells in
thymus of different inbred mouse strains
We analyzed the proportion of CD25+ regulatory cells
among CD4+CD8– (CD4SP) TCRhigh thymocytes and
peripheral blood lymphocytes in the inbred mouse
strains C57BL/6 (B6), C57BL/10 (B10), BALB/c, DBA/2,
DBA/1, and SJL (Fig. 1A). Since regulatory CD4SP
T cells express high levels of CD25 while cells expressing
intermediate levels of CD25 proliferate and produce IL-2
[40, 41], we only considered thymocytes of CD25high
phenotype.
In the thymus, statistically significant different
percentages of CD25high cells were observed between
B6 and B10 mice on one hand, and DBA/2, BALB/c,
DBA/1, and SJL strains on the other (Fig. 1B). These
differences reached, in the strains analyzed, up to 1.7-
fold (DBA/1 vs. B6). The quantitative differences might
be caused by distinct CD25– effector (rather than CD25+
regulatory) T cell percentages. To evaluate this possibi-
lity, we analyzed the ratio of mature CD4SP
TCRhighCD25high regulatory T cells to their CD4+CD8+
precursors in B6, DBA/2, and SJL mice. This ratio was
significantly higher in DBA/2 and SJL mice than in B6
animals (Fig. 1C, top). On the other hand, the ratio of
CD4SP CD25– to CD4+CD8+ thymocytes was similar in
all three mouse-strains (Fig. 1C, bottom). These data
indicate that the increased proportions of CD25+
regulatory T cells among CD4SP TCRhigh cells corre-
spond to increased production from immature precur-
sors.
To evaluate whether the CD4SP CD25high thymocytes
found in the different mouse strains belong to the same
regulatory T cell population, we assessed their surface
phenotype (Fig. 1D). All CD4SP CD25high thymocytes
were TCRhigh in all mouse strains studied. Interestingly,
CD25high cells expressed relatively low heat-stable
antigen (HSA, CD24) and CD69 levels, clearly distin-
guishing them from their CD25– and CD25intermediate
counterparts. Moreover, in all mouse strains all CD25high
cells expressed very high levels of the glucocortocoid-
induced TNF-like receptor (GITR), characteristic for
regulatory T cells. Most importantly, all CD4SP CD25high
thymocytes expressed FoxP3. These data indicate that
the CD25high cells found in the different mouse strains
all belong to the same regulatory T lymphocyte lineage.
It has previously been shown that regulatory
CD4+CD25+ T lymphocytes can develop in the periph-
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ery from CD25– precursors. Recent data suggest that
CD25– precursors for CD25+ regulatory cells express
FoxP3 [42]. Moreover, CD4+CD25–FoxP3+ T cells
inhibit T cell activation in vitro [41]. We therefore
analyzed the percentage of FoxP3+ cells among CD4SP
thymocytes by flow cytometry. As shown in Fig. 1E,
substantially higher percentages of FoxP3-expressing
cells were observed in DBA/2 and SJL mice than in B6
animals, confirming and extending our data on CD25high
thymocytes.
We also analyzed levels of regulatory T cells in the
periphery. As shown in Fig. 1F, we failed to observe a
direct correlation of CD4+CD25+ percentages in thymus
vs. PBMC. Similar data were obtained for secondary
lymphoid organs (not shown).
Distinct proportions of thymic regulatory T cells
are caused by differences in their differentiation
Distinct proportions of regulatory CD25+ cells among
CD4SP thymocytes may be due to differences in their
development or in thymic retention of mature thymo-
cytes. To study the former possibility, we analyzed the
kinetics of regulatory T cell development by measuring
the appearance of bromodeoxyuridine (BrdU)+ cells in
mice continuously fed with this nucleotide analog in
their drinking water. As shown in Fig. 2, more
CD4+CD25+ regulatory T lymphocytes differentiated
from their dividing precursors in SJL mice than in B6
thymi. This result establishes that significant differences
in thymic differentiation of these cells exist between
these two mouse strains. However, it formally does not
exclude the possibility that differences in thymic
retention of regulatory T cells may also exist.
Figure 1. Distinct proportions of CD25+ regula-
tory thymocytes in various inbred mouse
strains. (A) Freshly isolated thymocytes were
analyzed by four-color flow cytometry for
expression of CD4, CD8, CD25 and TCR. The
histograms depict TCR and CD25 levels of cells
electronically gated on CD4 and CD8 as indi-
cated. (B) The percentage of CD25+ amongCD4SP
TCRhi thymocytes in several inbred strains of
mice (n10 per strain) was calculated using
gates indicated in (A). Mean values ( SD) are
shown. Statistical significance between B6 and
other strains is indicated (***p<0.001; NS, not
significant; Student's t-test). (C) Ratios of
CD25+TCRhi CD4SP (Treg) to CD4+CD8+ (DP)
(upper panel) and CD25–TCRhi CD4SP (Teff) to
CD4+CD8+ (DP) cells (lower panel) were deter-
mined for B6, SJL, and DBA/2 mice. Depicted are
mean values  SD (n4; **p<0.01, ***p<0.001;
Student's t-test). (D) Thymocytes from DBA/2,
SJL, and B6 mice were labeled with Ab specific
for CD4, CD8, CD25, and either TCR, HSA, CD69,
GITR, or FoxP3. CD4SP cells were electronically
gated and analyzed for expression of indicated
surface markers. (E) Percentage of FoxP3-ex-
pressing thymocytes among CD4SP thymocytes
in the indicated mouse strains. Mean values
( SD) are shown (n=4; ***p<0.001, *p<0.05;
Student's t-test). (F) PBMC and thymocytes from
different inbred strains were stained with anti-
TCR, anti-CD4, anti-CD8, and anti-CD25 Ab and
analyzed by flow cytometry. The percentage of
CD25+ cells among CD4SP TCRhi cells was
calculated. Mean values ( SD) are shown.
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Distinct regulatory T cell proportions are not
caused by differences in MHC haplotype
We next studied whether the MHC haplotypes of the
distinct mouse strains analyzed were responsible for the
quantitative differences in thymic regulatory T cell
generation. SJL mice have significantly higher percen-
tages of CD25+ CD4SP thymocytes than B10 mice
(Fig. 3A). Congenic B10.S mice (which carry the H-2s
locus from SJL mice on a B10 genetic background) have
a similar proportion of thymic regulatory T cells as B10
mice. Similarly, B10.D2 mice (carrying the DBA/2-
derived H-2d locus) have CD4+CD25+ percentages
similar to those in B10 mice (Fig. 3B). Therefore, the
distinct MHC class I and II haplotypes of these mouse
strains are not responsible for the different proportions
of thymic regulatory T cells, and the genetic loci
involved are not linked to the MHC.
Thymocyte-intrinsic factors determine the
distinct proportions of regulatory T cells
Differences in the development of regulatory T cells may
beduetothymocyte-intrinsic factorsor tovariations inthe
thymic microenvironment. To distinguish between these
two possibilities we generated mixed bone marrow
chimeras inwhich thymocytes derived from the different
donor mouse strains differentiate simultaneously in the
same thymic microenvironment. (B6  DBA/2)F1
(B6D2F1)hostswerelethallyirradiatedandreconstituted
with a 1:1 mixture of B6 and DBA/2 bone marrow cells
(B6 + DBA/2! B6D2F1 chimeras). Six weeks later the
thymiof thesechimeraswereanalyzedbyflowcytometry.
As shown in Fig. 4A, C, among B6-derived cells from
these mixed chimeras the same (lower) proportion of
thymic regulatory T cells was found as in the parent
strain. Among DBA/2-derived thymocytes the (higher)
percentage of CD25+ cells in the CD4SP population was
similar to that found in the DBA/2 parent strain. In B6 +
SJL ! B6SJLF1 mixed bone marrow chimeras we
observed a proportion of B6-derived regulatory T cells
similar to that observed in the parent strain (Fig. 4B, C).
Interestingly, among SJL-derived thymocytes signifi-
cantly more regulatory T cells were observed than
among B6-derived cells but also than in the SJL parent
strain (compare Fig. 4C and 1B). The exceptionally high
percentage of SJL-derived regulatory thymocytes was
also observed in SJL! F1 chimeras (not shown). While
we currently do not have a satisfactory explanation for
the high levels of SJL regulatory T cells in bone marrow
chimeras, this result suggests that thymocyte-extrinsic
(i.e. environmental) factors can also modulate
CD4+CD25+ regulatory T cell development. Whatever
the precise explanation is, these results indicate that the
different levels of regulatory T cells in the distinct mouse
strains studied are caused by thymocyte-intrinsic
factors.
Figure 2. Quantitative difference in differentiation of mature
CD25+ regulatory thymocytes in B6 vs. SJL mice. BrdU was
continuously administrated to mice in their drinking water. At
indicated time points, thymocytes were analyzed by four-color
flow cytometry using anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, and anti-
BrdU Ab. The percentage of BrdU+CD25+ among CD4SP cells
was calculated. Each point represents one mouse. Statistical
significance of the difference between the two mouse strains
was calculated for each day using Student's t-test (**p<0.01,
***p<0.001).
Figure 3. Genes modulating CD25+ regulatory T cell differ-
entiation are located outside the MHC. (A and B) Thymocytes
from indicatedmouse strainswere stainedwith anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD25 and anti-TCR Ab, and analyzed as described in
the legend to Fig. 1. Mean values ( SD) are shown (n5).
Statistical significance was calculated using Student's t-test
(**p<0.01, ***p<0.001).
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Discussion
The data presented in this paper demonstrate that
polymorphic genetic factors quantitatively control
intrathymic generation of CD4+CD25+FoxP3+ regula-
tory T lymphocytes. In the mouse strains studied the
distinct regulatory T cell levels are caused by differences
in their thymic differentiation from immature precur-
sors. Moreover, we show that thymocyte-intrinsic factors
modulate regulatory T cell development. Finally, we
report that the genes responsible for modulation of
regulatory T cell development in the mouse strains
studied are located outside the MHC locus.
Several hypotheses may explain our observation that
thymocyte-instrinsic genetic factors cause quantitative
differences in regulatory T cell differentiation. Theymay
be caused by quantitative differences in commitment to
the regulatory T cell lineage. The gene encoding FoxP3,
located on the X chromosome (http://www.ensem-
bl.org/Mus_musculus/geneview?gene=ENS-
MUSG00000039521), would therefore be among the
candidate genes (see Introduction). Another candidate
gene would be Notch3. Transgenic expression of a
constitutively active form of Notch3 also leads to
strongly increased thymic generation of regulatory
T cells [43]. However, Notch3 is closely linked to the
MHC locus (http://www.ensembl.org/Mus_musculus/
geneview?gene=ENSMUSG00000038146) and is there-
fore unlikely to be involved in the differences in
regulatory T cell development in the inbred mouse
strains reported here.
Alternatively, differences in regulatory T cell positive
and/or negative selection may be responsible. While
initial reports suggested that thymic CD4 vs.CD8 lineage
commitment is independent of TCR specificity, more
recently it has become clear that selection mechanisms
are responsible. The processes of lineage commitment
and selection therefore actually seem to be very closely
linked [44]. In a still unresolved manner, TCR-mediated
signals appear to control expression of Th-POK, a zinc
finger transcription factor, as well as of the chromatin
remodeling protein Runx, recently identified as binary
switches regulating CD4 vs. CD8 lineage commitment,
respectively [45–47].
Also the distinct proportions of regulatory cells
among mature CD4+ thymocytes may be a consequence
of differences in thymic selection and/or lineage
commitment. Since thymocyte-intrinsic factors deter-
mine quantitative variations in regulatory T cell devel-
opment, adhesion or signaling molecules may be
involved. These molecules would probably also play
important roles in function of peripheral regulatory
T cells. Thus, one of the many candidate regions is the
diabetes susceptibility locus Idd5.Within this locus three
genes are located that encode proteins expressed by
regulatory T cells: CD28, CTL-associated antigen
(CTLA)-4, and inducible costimulator protein (ICOS).
CD28 is known to play a crucial role in regulatory T cell
Figure 4. Distinct proportions of CD25+
regulatory T cells are determined by a
thymocyte-intrinsic mechanism. (A) Leth-
ally irradiated B6D2F1 hosts were reconsti-
tuted with bone marrow cells from B6
(CD5.2) and DBA/2 (CD5.1) mice at a 1:1 ratio.
Six weeks later, thymocytes were analyzed
by four-color flow cytometry for expression
of CD4, CD8, CD25, and CD5.1, using in-
dicated electronic gates. (B) Similar experi-
ments were performed using B6SJLF1 reci-
pients injected with B6 (CD45.2) and SJL
(CD45.1) bone marrow cells. (C) Quantitative
analysis of CD25+ thymocyte development in
mixed chimeras. Bar graphs depict mean
values ( SD), n5. Statistical significance
was calculated using Student's t-test
(**p<0.01, ***p<0.001).
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development and homeostasis [48–50]. Very closely
linked is the gene encoding CTLA-4, which is critically
involved in regulatory T cell function [51]. Moreover,
Ctla-4 is a diabetes susceptibility gene in humans [52],
and has been reported to modulate thymic negative
selection of effector T cells in mice [53]. A third gene
within the Idd5 locus, ICOS, is also known to play an
important role in regulatory T cell function [18, 54].
However, none of these genes has thus far been shown to
modulate regulatory T cell development.
Identification of the responsible gene(s) may also
reveal entirely novel factors critically involved in
regulatory T cell development and function, and thus
enable better understanding of these processes. Such
factors may also constitute unique markers for regula-
tory T cells, which have thus far proven elusive, and
become clinical targets. Whatever the precise explana-
tion for genetic modulation of regulatory T cell devel-
opment is, it may have important consequences for
regulatory T cell repertoire and/or function and thus
modulate susceptibility, e.g. to autoimmune diseases. It
would therefore be important to assess regulatory T cell
differentiation in autoimmune-prone animals, and to
identify responsible genetic loci.
Materials and methods
Mice
B6, SJL, DBA/2, DBA/1, BALB/c, (B6  DBA/2)F1 (B6D2F1),
and (B6  SJL)F1 (B6SJLF1) females of 5–7 wk of age were
purchased from Janvier (Le Genest St Isle, France). B10 mice
were purchased from Charles River (Les Oncins, France).
B10.D2, B10.S, and B10.D1 (B10.Q) mice were bred in our
facilities. All experiments involving animals were performed in
compliance with the relevant laws and institutional guidelines
(INSERM; approval No. 31-13, ethical review No. MP/02/32/
10/03).
Antibodies
The following Ab and secondary reagents were used for
phenotypic analysis: PE-Cy7- or allophycocyanin-labeled anti-
CD4 (GK1.5), FITC- or allophycocyanin-labeled anti-CD8
(53.6.7), allophycocyanin- or PE-labeled anti-CD25 (PC61),
FITC-labeled anti-HSA (M1/69), FITC-labeled anti-CD69
(H1.2F3), FITC-labeled anti-TCRb, FITC-labeled anti-
CD45.1, PE-labeled anti-FoxP3, FITC-labeled anti-CD5.1, PE-
Cy5.5-labeled streptavidine (eBioscience, San Diego, CA).
Biotin-labeled anti-GITR was purchased from R&D (Lille,
France).
Bone marrow chimeras
Bone marrow from femurs and tibias was collected in
Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with
10% FCS. Thy1+ cells were eliminated using AT83 hybridoma
supernatant and rabbit complement (Saxon Europe, Suffolk,
UK). Cells from each donor were injected intravenously into
lethally c-irradiated hosts (8.5 Gy; 137Cs source, 6.3 Gy/min)
that were kept on antibiotic-containing water (0.2% of
Bactrim; Roche) for the complete duration of the experiment
(6 wk).
Flow cytometry
Thymocytes or PBMC were incubated 30 min on ice in 2.4G2
(anti-FccR mAb) hybridoma supernatant. Cells were then
incubated 20 min with saturating concentrations of Ab.
Intracellular FoxP3 staining on CD8-depleted thymocytes
(using anti-CD8 mAb 31 M and complement) was performed
according to the instructions of themanufacturer. Labeled cells
were analyzed using a FACSCalibur cytometer and CellQuest
software (BD Biosciences, San Diego, CA).
BrdU incorporation studies
Mice were continuously exposed to the thymidine analogue
BrdU (0.8 mg/mL) in their drinking water. Extracellular
staining of thymocytes with mAb against CD4, CD8, and
CD25 was performed as described above. Cells were fixed,
permeabilized, and stained with FITC-labeled anti-BrdU using
the BrdU Flow Kit (BD Pharmingen, Heidelberg, Germany).
Statistical analysis
Statistical significance of the datawas analyzed using Student's
t-test.
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Abstract
CD41CD251Foxp31 regulatory T lymphocytes are crucial for maintenance of immunological tolerance
to self and innocuous non-self, are known to modulate immunity to tumors and infectious agents and
can induce transplantation tolerance. Surprisingly, only a single genetic polymorphism is known to
modulate regulatory T cell (Treg) development in the thymus, leading to a lethal autoimmune disorder.
Here, we show that considerably different levels of Tregs are found in the thymi of distinct common
laboratory mouse strains. We demonstrate that distinct levels of phenotypically and functionally
identical Tregs develop with similar kinetics in the studied mice, that the responsible locus acts in
a thymocyte-intrinsic manner and that levels of thymic Foxp31 Tregs correlate to those found in the
periphery. Using several congenic mouse strains, we mapped one of the at least two genetic loci
capable of quantitatively modulating thymic Treg development to a <2.2 Mb region telomeric to the
MHC. Our data indicate that polymorphic genes closely linked to the MHC locus substantially
modulate differentiation of Tregs. Identification of responsible genes should help in understanding
the mechanisms involved in commitment to the Treg lineage as well as selection of these cells in the
thymus.
Introduction
Among the several mechanisms assuring T lymphocyte
tolerance to self, CD4+CD25+Foxp3+ regulatory Tcells (Tregs)
play a central and crucial role. Absence of these cells in ex-
perimental or clinical settings causes severe autoimmunity,
and eventually may lead to death. Tregs do not only inhibit
autoimmunity but also inhibit or fine regulate immunity to
tumors and infection, and prevent inflammatory bowel disease
in mice. These cells are also involved in transplantation toler-
ance; they can inhibit graft-versus-host disease as well as allo-
graft rejection (1–6).
Given the potent immunomodulatory potential of Tregs, it is
not very surprising that they have recently received a lot of
attention. However, not a lot is known about their development.
Tregs differentiate in the thymus (7) and MHC class II
expression by cortical epithelial cells is sufficient for their
positive selection (8). Deletion of autospecific Tregs can be
induced by antigen-presenting cells of bone marrow origin
(9, 10). These two features of thymic Tregs selection cannot
explain their autoreactive repertoire (9, 11, 12). However, as
compared with conventional Tcell precursors, Treg precursors
appear to be more resistant to deletion induced by epithelial
cells (13–15). Moreover, in peripheral lymphoid organs, auto-
specific Tregs proliferate (11, 16–19). Therefore, differences
in central Treg development as well as in peripheral homeo-
stasis probably explain their autoreactive repertoire.
A very intriguing question in T cell development is how
multipotent precursors commit to the different T cell lineages
developing in the thymus. Again, little is known about Treg
commitment. Based on the observation that significantly in-
creased proportions of Treg develop in TCR/antigen doubly
transgenic mice, it has been suggested that high-affinity MHC/
peptide ligands can induce Treg commitment (20–23).
However, it has recently been suggested that the increased
percentages of CD4+CD8 (CD4SP) CD25+ thymocytes in
Received 1 December 2005, accepted 3 August 2006
Correspondence to: J. P. M. van Meerwijk; E-mail: joost.van-meerwijk@toulouse.inserm.fr
Transmitting editor: E. Vivier Advance Access publication 30 August 2006
International Immunology, Vol. 18, No. 11, pp. 1509–1519
doi:10.1093/intimm/dxl084
ª The Japanese Society for Immunology. 2006. All rights reserved.
For permissions, please e-mail: journals.permissions@oxfordjournals.org
TCR/ligand doubly transgenic mice are not due to increased
positive selection of Treg, but rather to deletion of CD4SP
CD25 (but not CD25high) thymocytes upon encounter of
agonist ligand on thymic epithelial cells (13). The latter
hypothesis, however, cannot explain our recent observation
that in hematopoietic chimeras in which superantigens are
exclusively presented by radioresistant thymic epithelial cells,
substantially increased positive selection of superantigen-
specific Foxp3+ Treg occurs (15). The data presented in the
latter report support the view that agonist ligands enhance
positive selection, rather than redirecting thymic precursors to
the Treg lineage.
The question as to how precursor thymocytes commit to the
Treg lineage remains therefore unanswered. Knowledge on
genetic polymorphisms leading to differences in thymic Treg
development could contribute to our understanding of Treg
commitment as well as of selection of these cells in the thymus.
Differences in Treg development may also modulate sus-
ceptibility to autoimmunity, cancer and inflammatory bowel
disease, and may even influence development of immuno-
logical memory. Despite these important considerations, only
a single genetic polymorphism modulating thymic Treg
development has been identified thus far. Mutations in the
gene encoding the forkhead/winged helix transcription factor
Foxp3, located on the X-chromosome, lead to a complete
absence of CD4+CD25+ Treg development in mice (24–26).
Foxp3 inactivation leads to a rapid death of affected males in
the mouse and to the autoimmune disease immunodysregu-
lation, polyendocrinopathy, enteropathy, X linked in man
(27–29). Forced expression of Foxp3 in mouse or human
CD25 T cells endows these cells with regulatory capacity
(24–26, 30). Moreover, CD4+CD25+ regulatory cells express
Foxp3, and naturally occurring CD25Foxp3+ T cells have
regulatory capacity (31). Therefore, Foxp3 is clearly a master
switch in Treg development. However, the precise mecha-
nisms leading to induction of Foxp3 expression during Treg
development remain unclear.
We have recently described that Treg development is quan-
titatively controlled by as yet unidentified genetic factors. In
distinct strains of common laboratory mice, we found small
but statistically significant differences in thymic development
of CD4SP CD25high Tregs (32). Here, we show that genes
linked to the MHC very substantially modulate differentiation
of mature Treg from their immature precursors. We mapped
a responsible locus to a<2.2 Mb region telomeric to the MHC.
Ultimate identification of responsible genes should lead to
a better understanding of Treg commitment, selection and
potential function.
Methods
Mice
All mice were females of 5–7 weeks of age. C57BL/6N (B6),
CBA, BALB/c, C3H, (B6 3 DBA/2)F1 (B6D2F1) and (B6 3
CBA)F1 (B6CBAF1) mice were purchased from Janvier (Le
Genest St Isle, France), C57BL/10 (B10), B10.BR, BALB.K,
B10.A, B10.A(2R) and AKR strains from Harlan France
(Gannat, France) and C57BR animals from Jackson Labora-
tories (Bar Harbor, MN, USA). B6 Thy1.1 and (B63 B10.BR)F1
mice were raised in our animal facilities. MHC (b2m and I-Abb)-
deficient B6 mice were bred in our facilities and originally
obtained from CDTA (Orle´ans, France). For a description of
the genotypes of B10.A and B10.A(2R) mice, see the follow-
ing web site: http://imgt.cines.fr/textes/IMGTrepertoireMHC/
Polymorphism/haplotypes/mouse/MHC/Mu_haplotypes.html.
All experiments involving animals were performed in com-
pliance with the relevant laws and institutional guidelines
(INSERM; approval # 31-13, ethical review # MP/02/32/10/03).
Antibodies
The following antibodies and secondary reagents were used
for phenotypic analysis: FITC-, PE-Cy7-, Pacific Blue- or
allophycocyanin (APC)-labeled anti-CD4 (GK1.5), FITC-,
Alexa Fluor 700- or APC-labeled anti-CD8 (53.6.7), PE- or
APC-labeled anti-CD25 (PC61), anti-HSA–FITC (M1/69), anti-
CD69–FITC (H1.2F3), anti-TCR–FITC (H35), anti-Thy1.1–FITC
(HIS51), biotin- or APC-labeled anti-Thy1.2 (53-2-1), anti-
Foxp3–PE (FJK-16s) and PE–Cy5.5-labeled streptavidin
(eBioscience, San Diego, CA, USA). Biotin-conjugated anti-
glucocorticoid-induced TNF receptor (GITR) was purchased
from R&D (Lille, France).
Bone marrow chimeras
Bone marrow from femurs and tibias was collected in DMEM
medium supplemented with 10% FCS. Thy1-expressing cells
were eliminated using AT83 (anti-Thy1.1) or HO.22.1.1 (anti-
Thy1.1) culture supernatants and rabbit complement (Saxon,
HD supplies, Aylesbury, Bucks, UK). Cells from each donor
were injected intravenously into lethally c-irradiated hosts (8.5
Gy; 137Cs source, 6.3 Gy per min) that were kept on antibiotic-
containing water (0.2% of bactrim; Roche, Basel, Switzerland)
for the complete duration of the experiment (6 weeks).
Flow cytometry
Thymocytes, splenocytes or lymph node cells were incubated
30 min on ice in 2.4G2 (anti-FccR mAb) hybridoma super-
natant also containing 10 lg ml1 of mIgG. Cells were then
incubated 20 min with saturating concentrations of antibodies.
Labeled cells were analyzed using a FACSCalibur or an LSRII
cytometer and CellQuest (BD Biosciences) or FlowJo (Tree
Star, Ashland, OR, USA) software. Intracellular Foxp3 staining
was performed according to the instructions of the supplier
(eBioscience).
BrdU incorporation studies
For analysis of kinetics of thymic T cell development, mice
were continuously exposed to the thymidine analogue bromo-
deoxyuridine (BrdU, 0.8 mg ml1) in their drinking water for
various times. Extracellular staining of thymocytes with mAbs
against CD4, CD8 and CD25 was performed as described
above. Cells were subsequently fixed, permeabilized and
stained with FITC-labeled anti-BrdU antibody using the BrdU
Flow Kit (BD PharMingen, Heidelberg, Germany).
Proliferation assays
CD4+CD25+ and CD4+CD25 splenocytes were enriched
as follows. Total splenocytes were treated with antibodies
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(hybridoma culture supernatants) specific for CD8 (53.6.7),
MHC class II (M5/114), FccR (2.4G2), and thus targeted cells
eliminated using anti-rat IgG-labeled Dynal beads (Dynal,
Compie´gne, France). Remaining cells were labeled with anti-
CD25–PE antibody and subsequently with anti-PE-labeled
microbeads, and CD25+ cells were positively selected on
a magnetic column (Myltenyi, Paris, France). Remaining
CD25 cells were labeled with anti-CD4–FITC, and CD4+
cells isolated by positive selection using anti-FITC-labeled
microbeads. A purity of >97% was routinely obtained. CD4+
T cells (5 3 104) were cultured with titrated numbers of CD25+
cells and 5 3 104 irradiated MHC-deficient splenocytes in
microtiter plates in the presence of soluble anti-CD3 antibody
(2C11, 0.5 lg ml1). [3H]Thymidine ([3H]TdR) was added
3 days later and 16 h later, cells were harvested and [3H]TdR
incorporation measured.
Microsatellite markers and genotyping
Genomic DNA was prepared from tail tips using high pure
PCR template preparation kit (Roche). Microsatellite markers
are referenced in the Mouse Genome Database, release 3.5
(available from www.informatics.jax.org). PCR amplifications
were performed in a T3 thermocycler (Biometra, Go¨ttingen,
Germany) in 20 ll volumes using 100 ng genomic DNA, 0.2 lM
of each primer (Sigma-Proligo,The Woodlands, TX, USA), 13
PCR reaction buffer (Qbiogen, Illkrich, France), 0.5 U Taq DNA
polymerase, 3 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP. The PCR
products were size fractionated on 4% agarose gels (Reso-
phor, Eurobio, Les Ulis, France) and visualized under UV light
after staining with ethidium bromide.
Statistical analysis
Statistical significance of the data was analyzed using Stu-
dent’s t-test. For correlation analysis, a two-tailed Spearman
test was used. (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, NS, non-
significant).
Results
Considerable quantitative differences in the proportion of
mature Tregs in the thymus of distinct inbred mouse strains
We have analyzed the percentage of Tregs among CD4SP
TCRhigh thymocytes in B6, C57BR, BALB/c, C3H, CBA, AKR
and B10 mice (Fig. 1). Among CD4SP thymocytes, three levels
of CD25 can be distinguished: negative, low and high (Fig. 1A).
It has recently been shown that only CD25high (but not CD25int)
cells uniformly express Foxp3 and have regulatory capacity
(31, 33). We therefore calculated the percentage of CD25high
cells among CD4SP thymocytes. As shown in Fig. 1(B), we ob-
served considerable differences between several of these
inbred mouse strains.
A locus closely linked to the MHC controls Treg
development in the thymus
We next investigated the potential implication of the MHC
locus in the modulation of CD4SP CD25high thymocyte devel-
opment (Fig. 2). Congenic B10.BR mice carry the C57BR-
derived MHC locus of H-2k haplotype on a B10 genetic
background. Interestingly, these mice had as high levels
of thymic CD4SP CD25high cells as the C57BR donor strain
(Fig. 2A), directly implicating an MHC-linked locus in the modu-
lation of thymic Treg development. We next analyzed the
proportion of CD25high cells among CD4SP thymocytes in the
congenic BALB.K strain, also carrying an MHC locus of H-2k
haplotype, but on the BALB/c genetic background. Again,
high levels of CD25high cells were found among CD4SP
thymocytes (Fig. 2A). Interestingly, the MHC locus carried by
BALB.K mice is of C3H origin, and the latter strain actually has
significantly lower percentages of CD25high cells than BALB.K
mice (Fig. 2A). This result indicates that the C3H-derived MHC
locus contains a gene allowing for development of high num-
bers of Treg (in BALB.K mice), and that in C3H mice non-MHC-
linked genes neutralize the Treg development-promoting effect
of this locus.
Differences in the proportion of CD25high CD4SP cells may
be caused by differences in development of CD25 or
CD25high cells. To distinguish between these two possibilities,
we calculated the ratio of CD4SP CD25 and CD25high
thymocytes to their CD4+CD8+ (DP) precursors. The higher
Fig. 1. Distinct proportions of CD25high Tregs in the thymus of various
inbred mouse strains. (A) Freshly isolated thymocytes were analyzed
by four-color flow cytometry for expression of CD4, CD8, CD25 and
TCR. Used electronic gates are indicated in the figure. (B) Percent-
ages of CD25high cells among CD4SP TCRhigh thymocytes calcul-
ated using gates indicated in (A). Mean values (6SD) are shown (n>5).
*P < 0.05, ***P < 0.001, NS, not significant, Student’s t-test.
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Fig. 2. The locus responsible for the modulation of Treg development is closely linked to the MHC. (A) Thymocytes from indicated mouse strains
were analyzed by four-color flow cytometry. Mean values (6SD) of the percentages of CD25high cells among CD4SP TCRhigh thymocytes are
shown (n > 5). (B) Ratios of CD25high (upper panels) or CD25 (lower panels) CD4SP TCRhigh to DP thymocytes in indicated mouse strains.
Depicted are mean values 6 SD (n > 5). (C) Thymocytes were analyzed by four-color flow cytometry. Mean values (6SD) of the percentages of
CD25high cells among CD4SP TCRhigh thymocytes are shown (n ¼ 5). **P < 0.01, ***P < 0.001, Student’s t-test.
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percentages of thymic Treg in B10.BR versus B10 and BALB.K
versus BALB/c mice corresponded to increased Treg/DP
ratios, indicating increased differentiation of CD25high cells
from DP precursors (Fig. 2B). No differences were observed
between the ratios of CD4SP CD25 to DP thymocytes in the
mouse strains analyzed (Fig. 2B). Combined, these results
indicate that the MHC locus of H-2k haplotype contains a gene
(or genes) that significantly modulates Treg development.
MHC class II molecules are not responsible for the
modulation of Treg development
Potential candidates for genes residing in the MHC locus and
modulating thymic Treg development are the MHC class II
genes, which are required for Treg differentiation. The potential
implication of MHC class II genes was assessed in two dif-
ferent manners.
We first analyzed recombinant congenic mouse lines
(Fig. 2C). B10.A mice express I-A and I-E molecules of H-2k
haplotype and, very interestingly, have high levels of thymic
Tregs. However, B10.A(2R) mice, that express the same I-Ak
and I-Ek molecules (34), have significantly lower percentages
of CD25high cells among CD4SP thymocytes. Therefore, the
high levels of thymic Treg in B10.A mice are not due to
expression of MHC class II molecules of H-2k haplotype.
Secondly, we assessed if the genes responsible for modu-
lation of thymic Treg development act in a thymocyte-intrinsic or
-extrinsic manner (Fig. 3). To this end, we generated radiation
bone marrow chimeras by reconstituting H-2bk hosts with
a mixture of B6.Thy1.1 and C57BR (Thy1.2) bone marrow. Six
weeks later, thymocytes were analyzed by flow cytometry
using the Thy1 allelic marker to distinguish between the two
types of donor cells. In these chimeras, in which B6 and C57BR
thymocytes developed in an identical thymic microenviron-
ment, significantly more CD25high cells developed from C57BR
than from B6 precursors (Fig. 3A). Similar results were obtained
with single and mixed bone marrow chimeras, made using
B10.BR and B6 bone marrow (Fig. 3B). These results show
that thymocyte-intrinsic factors considerably modulate thymic
Treg development. They therefore confirm that MHC class II
molecules are not responsible for the distinct percentages
of mature thymic Treg observed in the mouse strains studied.
A genetic locus responsible for the modulation of thymic
Treg development is located in a <2.2 Mb region telomeric
to the MHC
The data presented here show that an MHC-linked locus
contains genes capable of modulating Treg development
in the thymus. Our comparison of B10.A and B10.A(2R)
congenic mice indicates that a responsible gene must be
located in or near the telomeric region of the MHC (34). We
wished to more precisely define this region and performed
microsatellite analyses of several congenic mouse strains
(Table 1). As reported previously, B10.A(2R) congenics had
lost a telomeric part of the introgressed strain A region in
B10.A mice. This region of interest (cf. Fig. 2C), delimited by
D17Mit214 and 148, was included in the introgressed regions
of B10.BR and BALB.K mice. These data suggest that the
‘high Treg’ phenotype of B10.A, B10.BR and BALB.K mice
may be due to the same genes.
We have previously published that Treg development is
also quantitatively modulated by non-MHC-linked loci (32).
In B10.S and B10.D2 congenic strains, decisive genes are
located outside the introgressed donor regions. To define if the
locus identified in the present report is distinct from those non-
MHC-linked regions, we performed microsatellite analysis of
part of chromosome 17 from B10.S and B10.D2 mice (Table 1).
Fig. 3. A thymocyte-intrinsic mechanism causes distinct proportions
of CD25high Treg. (A) Lethally irradiated H-2bk [B6CBAF1, n ¼ 3 or
(B6 3 B10.BR)F1, n ¼ 3] hosts were reconstituted with bone marrow
from B6.Thy1.1 and C57BR mice (Thy1.2) at a ratio of 1:1. Six weeks
later, thymocyteswere analyzed by four-color flow cytometry forexpres-
sion of CD4, CD8, CD25 and Thy1.1 or Thy1.2. Cells were electronically
gated using indicated gates. Bar graphs depict mean values (6SD) of
the percentage of CD25high cells among CD4SP Thy1.1+ or Thy1.2+
thymocytes. (B) B6.Thy1.1 + B10.BR ! (B6 3 B10.BR)F1 (n ¼ 5),
B10.BR! (B63 B10.BR)F1 (n¼ 5) and B6! (B63 B10.BR)F1 (n¼ 5)
bone marrow chimeras were analyzed as in (A) (n > 7). ***P < 0.001,
Student’s t-test.
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B10.S and B10.D2 mice, which have a B10 ‘low Treg’
phenotype (32), have donor (SJL and DBA/2, respectively)
strain-derived D17Mit214 to 148 locus. Moreover, the intro-
gressed DBA/2 region in B10.D2 mice completely overlaps the
introgressed C3H region in BALB.K mice. These data un-
equivocally demonstrate that the genetic loci responsible for
the quantitative thymic Treg phenotypes reported here and in
our previous publication (32) are, at least in part, different.
Distinct levels of thymic Tregs are caused by differences in
their intrathymic differentiation
Upon their differentiation, fully mature CD25 and CD25+
CD4SP thymocytes remain in the thymus for ~2 weeks (35,
data not shown). Higher levels of CD25high thymocytes may
therefore be caused by prolonged retention time in the thymus
or increased differentiation of these cells. To assess the latter
possibility, we fed B6 and B10.BR mice with the nucleotide
analog BrdU in their drinking water for various periods of time,
and analyzed the appearance of BrdU-labeled Tregs (Fig. 4).
More BrdU+CD25high cells were found among B10.BR than
among B6CD4SP thymocytes, whileno difference was found for
CD4SP CD25cells (Fig.4). These data show that thedifference
in the proportion of CD25high cells among CD4SP thymocytes is
at least, in part, due to differences in their differentiation.
However, formally we cannot exclude the possibility that
a difference in thymic retention of Treg also plays a role.
Table 1. Genetic characterization of congenic strains
Microsatellite markers Physical distance B10.BR B10.A B10.A(2R) BALB.K B10.D2 B10.S
D17mit164 3.89 BR B6 B6 B6
D17mit171 6.98 B6 B6 B6
D17mit57 8.5 BR B6 B6 DBA2
D17mit114 11.06 BALB B6
D17mit79 11.24 BR B6
D17mit133 22.66 B6 B6 DBA2 SJL
D17mit100 23.97 B6 B6 DBA2
D17mit229 28.53 B6 B6 BALB
D17mit63 30.32 BALB DBA2 SJL
D17mit230 30.38 C3H
D17mit16 31.30 B6 B6 C3H DBA2 SJL
D17mit28 31.70 BR B6 B6 C3H DBA2 SJL
D17mit231 32.23 BR A A SJL
D17mit34 32.44 BR A A C3H DBA2 SJL
D17mit32 32.45 BR A A C3H
D17mit214 32.94 BR A A DBA2
D17mit233 33.66 BR A B6 DBA2 SJL
D17mit47 33.97 BR A B6 DBA2 SJL
D17mit125 34.25 BR A B6 C3H SJL
D17mit148 35.10 B6 B6 DBA2
D17mit24 35.26 C3H DBA2 SJL
D17mit234 36.83 C3H DBA2 SJL
D17mit176 40.25 BR B6 B6 C3H SJL
D17mit36 44.33 BALB DBA2 B6
D17mit250 44.98 B6 B6 B6 B6
D17mit177 46.08 B6 B6 B6 B6
D17mit6 50.14 B6 B6 B6 B6
Physical distances (in megabases) were retrieved with the Ensembl browser (available from www.ensembl.org). Markers belonging to the
chromosomal region introgressed into the recipient strains in congenic lines are in bold.
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Fig. 4. Distinct levels of CD25high Tregs differentiate in thymi of B6 and B10.BR mice. BrdU was administrated to mice in their drinking water
continuously. Thymocytes were analyzed at indicated time points by four-color flow cytometry. Indicated are the percentages of CD25highBrdU+
(left-hand panel) and CD25BrdU+ (right-hand panel) cells among CD4SP B6 and B10.BR (as indicated) thymocytes. *P< 0.05, **P< 0.01 (n¼ 3),
Student’s t-test.
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Regulatory T lymphocytes from low and high producer
strains are phenotypically and functionally equivalent
We next investigated if the mature CD4SP CD25+ thymocytes
developing in the distinct mouse strains were identical. Flow
cytometry analysis revealed that the phenotype of mature
Tregs in B6, B10.BR and C57BR mice was identical (Fig. 5A).
HSA is expressed at high levels on immature thymocytes and
down-modulated at the mature CD4SP stage of development.
In contrast to their CD25 and CD25int counterparts, which are
in majority HSAhigh, CD25high CD4SP thymocytes all express
relatively low levels of HSA. CD69 is an early activation marker
that is up-regulated during thymic positive selection and
down-modulated when thymocytes have reached the CD4SP
stage of development. While most CD25 and CD25int CD4SP
cells are CD69high, practically all CD25high CD4SP thymocytes
are CD69low. GITR is a marker highly expressed by Treg and at
lower levels by conventional T lymphocytes. The phenotype of
these three markers, allowing for a clear distinction between
regulatory and conventional T cells, was identical for B6,
B10.BR and C57BR CD25high CD4SP thymocytes.
Probably the best marker for Treg is the transcription factor
Foxp3 (24–26, 30, 31). We therefore also analyzed expression
of this protein in B6 and B10.BR CD4SP thymocytes. As shown
in Fig. 5B similar high levels of Foxp3 were observed in CD4SP
CD25high thymocytes in these two mouse strains.
We next analyzed the immunomodulatory effector func-
tion of B6- and B10.BR-derived CD4+CD25high T lymphocytes
(Fig. 5C). Using an in vitro T cell proliferation inhibition assay,
we observed that Tregs from the high and low producer strains
B10.BR and B6, respectively, were similarly effective. Com-
bined, these data show that the CD4+CD25high cells de-
veloping in the distinct mouse strains analyzed represent
genuine Tregs and not some other CD25high population (e.g.
activated conventional T cells).
Thymocyte-intrinsic factors modulate development of
Foxp3+ Treg
Regulatory T lymphocytes are predominantly, but not exclu-
sively, CD25high. The very best marker for Treg is Foxp3 and
we therefore assessed if the genetic difference in Treg
development holds true if these cells are defined as those
expressing this transcription factor (Fig. 6). Mixed bone
marrow chimeras were generated by reconstituting lethally
irradiated hosts with a mixture of B6.Thy1.1 and B10.BR
(Thy1.2) bone marrow. Six weeks later, thymocytes from these
chimeras were analyzed using the allelic Thy1 marker to
distinguish between the two types of donor bone marrow
injected. As shown in Fig. 6, substantially more Foxp3+ CD4SP
thymocytes were observed among B10.BR than among B6
thymocytes.
Since no markers are available to distinguish between
BALB/c and BALB.K CD4SP thymocytes, we generated two
types of bone marrow chimeras. Lethally irradiated hosts were
reconstituted with B6.Thy1.1 plus BALB/c or BALB.K (Thy1.2)
bone marrow. Thymocytes from these chimeras were analyzed
six weeks later. In both types of chimeras, identical percent-
ages of Foxp3+ CD4SP cells among B6 thymocytes were
found (Fig. 6). BALB.K thymocytes contained substan-
tially more Foxp3+ CD4SP Treg than BALB/c thymocytes.
These data show that development of Foxp3+ regulatory
T lymphocytes is modulated by polymorphic genes linked to
the MHC locus.
The percentages of thymic and peripheral Foxp3+ Treg in
distinct mouse strains are directly correlated
We next investigated if the percentages of Foxp3+ CD4SP
thymocytes are correlated to those found in lymph nodes and
spleen. The percentages of CD4SP TCRhighFoxp3+ cells
among CD4SP TCRhigh thymocytes, splenocytes and lymph
node cells from B6 + B10.BR ! B6CBAF1, B6 + BALB/c !
B6D2F1 and B6 + BALB/K ! B6CBAF1 mixed bone marrow
chimeras were analyzed by flow cytometry. As shown in Fig. 7,
a statistically significant correlation between thymic and
peripheral levels of Foxp3+ cells was found. No statistically
significant correlation between thymic and peripheral Treg
was observed when Tregs were defined as CD25high cells
(data not shown).
Discussion
In this report, we showed that genetic factors modulate thymic
development of Tregs in a quantitatively very substantial fash-
ion. Responsible genes act in a thymocyte-intrinsic manner
and modulate the differentiation of Treg from their immature
precursors. Importantly, we mapped the locus involved to
a <2.2 Mb region telomeric to the MHC, definitively excluding
a role for MHC class II genes.
Our data indicate that MHC-linked genes very substantially
modulate thymic differentiation of CD4+CD25+Foxp3+ Tregs.
We have previously reported that also non-MHC-linked loci
modulate Treg development, although in a quantitatively much
less impressive manner (32). Importantly, using microsatellite
analysis of the precise donor regions introgressed into the
distinct congenic mouse strains used in the present and our
previously published reports, we here firmly establish that Treg
development is quantitatively controlled by multiple loci. In-
terestingly, BALB.K mice have a high percentage of Tregs, in
contrast to both the MHC donor (C3H) and acceptor (BALB/c)
mouse strains. This observation indicates that (a) non-MHC-
linked gene(s) inhibit(s) the Treg differentiation promoting ac-
tivity of an MHC-linked gene in C3H mice, and again confirms
that multiple genes modulate Treg development. Only a single
other example for genetic control of Treg development is
currently known. Mutations in the gene encoding the forkhead/
winged helix transcription factor Foxp3 lead to a complete
absence of CD4+CD25+ Treg development in mice. However,
no subtler genetically controlled effects on Treg development
were previously known.
At least three of the studied mouse strains (C3H, CBA and
B10.BR) carrying an MHC-linked gene allowing for develop-
ment of high numbers of Treg are reference models for
experimental autoimmune thyroiditis (36, 37). Since levels of
thymic and peripheral Foxp3+ Tregs are directly correlated, it
is tempting to speculate that the responsible gene would
somehow be involved in susceptibility to autoimmunity.
However, C3H mice also carry another gene that inhibits
expression of the thymic phenotype of the MHC-linked gene.
Therefore, we do not think that the responsible gene would
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Fig. 5. CD4+CD25high Tregs from low and high producer strains are phenotypically and functionally identical. (A) Thymocytes from indicated
mouse strains were analyzed by four-color flow cytometry. Electronically gated CD4SP cells were analyzed for expression of the indicated surface
markers. (B) Electronically gated CD4SP thymocytes from indicated mouse strains were analyzed for CD25 and intracellular Foxp3 expression by
flow cytometry. (C) CD4+CD25 splenic conventional T cells (Teff) from B6 or B10.BR mice were stimulated with anti-CD3 antibody and MHC-
deficient antigen-presenting cells in the presence of B6 (filled square) or B10.BR (open square) Treg at indicated ratios, and proliferation assessed
by [3H]TdR incorporation. A representative of three independent experiments with similar results is shown.
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affect susceptibility to autoimmune disease for simple quan-
titative reasons. Rather, since it acts in a Tcell intrinsic manner,
the responsible gene could somehow influence peripheral
function of Treg, for example by affecting TCR-repertoire,
homing, adhesion or TCR-signal transduction. Identification
of such differences will first require identification of the re-
sponsible genes and then generation and extensive analysis
of genetically modified mice. It will also be of considerable
interest to study Treg development in other mouse models for
autoimmune disease.
Here we showed that percentages of thymic and peripheral
Foxp3+ Tregs were directly correlated. In contrast, levels of
thymic and peripheral CD25high Tregs did not correlate. This
observation is, at least in part, explained by our observation
that substantial differences exist between the fraction of
Foxp3+ cells expressing high levels of CD25 in the thymus
and the periphery (data not shown). CD25 expression by Treg
has previously been shown to be unstable in vivo (38). It will be
of interest to study the factors determining CD25 expression
by Treg in vivo.
Identification of the responsible genes will also be important
to study Treg development in the thymus. It is currently
Fig. 6. A thymocyte-intrinsic mechanism causes development of distinct proportions of Foxp3+ Tregs. Lethally irradiated B6CBAF1 (H-2bk) or
B6D2F1 (H-2bd) hosts (n ¼ 5 for each) were reconstituted with a mixture of bone marrow cells at a ratio of 1:1 from B6.Thy1.1 and either B10.BR
(Thy1.2), BALB/c (Thy1.2) or BALB.K (Thy1.2) mice. Six weeks later, thymocytes were analyzed by four-color flow cytometry for expression of CD4,
CD8, Foxp3 (isotype matched control in gray shading), Thy1.1 and Thy1.2. Cells were electronically gated as indicated and the percentage of
Foxp3+ cells among CD4SP Thy1.1+ or CD4SP Thy1.2+ cells was calculated. Bar graphs depict mean values (6SD). ***P< 0.001, Student’s t-test.
Fig. 7. Direct correlation between levels of thymic and peripheral
Foxp3+ Tregs. Thymocytes, splenocytes and lymph node (LN) cells
from the hematopoietic chimeras shown in Fig. 6 were stained with
anti-CD4, anti-CD8, anti-Foxp3, anti-Thy1.1 and anti-Thy1.2 antibodies
and analyzed by flow cytometry. The percentage of Foxp3+ cells
among CD4SP cells of B6 (open diamond), B10.BR (open square),
BALB/c (open circle) or BALB.K (cross) origin was calculated. A stat-
istically significant correlation (Spearman test) exists between thymo-
cyte and splenocyte values (P < 0.001) on one hand (A), and
thymocyte and LN cell ones (P < 0.05) on the other (B).
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unknown how and when during development Tcell precursors
commit to the Foxp3+ Treg lineage. As discussed in In-
troduction, it remains unclear if high-affinity recognition of
MHC/peptide ligands by immature precursors commits these
cells to the Treg lineage (13, 15, 20–22). Identification of the
genes involved in the quantitative modulation of Treg differ-
entiation described here, and the processes in which they
are involved, should open new avenues for the study of the
still enigmatic process of Treg development.
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Abbreviations
APC allophycocyanin
BrdU bromodeoxyuridine
B6 C57BL/6
B10 C57BL/10
CD4SP CD4+CD8
DP CD4+CD8+
GITR glucocorticoid-induced TNF receptor
[3H]TdR [3H]Thymidine
Treg regulatory T cell
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Résultats préliminaires 
 
 
Pour la suite de cette étude, nous avons souhaité nous intéresser aux éventuelles conséquences 
sur la fonction des Treg de la modulation génétique du développement régulateur que nous 
avons pu mettre en évidence. Jusqu’à présent, les tests de fonctionnalité que nous avons 
réalisés in vitro ne nous ont pas révélé de différences dans les capacités suppressives de Treg 
issues de souches où l’on observe des pourcentages distincts de ces cellules dans le thymus. 
Autrement dit, nous n’avons pas pu établir de corrélation entre des divergences quantitatives 
et qualitatives. Pour approfondir nos recherches, nous avons examiné le phénotype d’une 
souche de souris génétiquement susceptible à l’auto-immunité, la souris NOD. Les Treg sont 
au cœur de la pathologie de ce modèle, et les expériences de transfert de splénocytes dans des 
souris NOD.Scid offrent un bon test de fonctionnalité des Treg in vivo. 
 
Une forte proportion de lymphocytes T régulateurs est générée dans le thymus des 
souris NOD 
Nous avons analysé le thymus de souris NOD femelles de 7-8 semaines par cytométrie en 
flux (figure 1a), et étonnamment nous avons constaté qu’un fort pourcentage de cellules 
régulatrices CD25hi parmi les LT SP CD4+ (4,3%) se développait dans cette souche par 
comparaison à la plupart des souches communes de laboratoire (1,51% pour B6). Pour tester 
s’il s’agissait d’un accroissement du compartiment régulateur ou d’une diminution de sa 
contre-partie effectrice, nous avons calculé le rapport du nombre de cellules SP CD4+ CD25+ 
et CD25- sur celui des DP CD4+CD8+ (figure 1b). On retrouve une nette différence entre les 
souches B6 et NOD (1,56.10-3 contre 3,18.10-3) pour les cellules CD25+. De plus, une 
différence dans le même sens, bien que moins importante, existe pour les populations 
conventionnelles (68.10-3 contre 94,5.10-3). Cette dernière, qui est peut-être le fruit du défaut 
de sélection négative dont souffrent les souris NOD, implique que la différence observée est 
en fait sous-estimée, car partiellement masquée par le surplus de cellules effectrices présentes 
chez la souche NOD. Le pourcentage plus haut de Treg dans le thymus des souris NOD 
découle donc d’une population régulatrice plus importante par rapport à celle des souris B6. 
Cette hausse du pourcentage de cellules régulatrices pourrait être le fruit d’une génération 
accrue, d’une cinétique de développement plus longue ou d’une recirculation plus importante. 
La deuxième hypothèse s’appuie sur le fait que les LT n’émigrent vers la périphérie que 
plusieurs jours après avoir acquis leur phénotype mature 531, ce serait la durée de ce séjour  
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dans le thymus des Treg matures qui pourrait varier. De même, un retour vers le thymus de 
cellules T circulantes a été mis en évidence  par des expériences de parabiose 532, l’apport de 
ces cellules doit donc être pris en compte. Pour trancher entre ces possibilités, nous avons 
effectué un marquage des cellules cyclantes par l’administration continue dans l’eau de 
boisson des animaux de BrdU (bromo-désoxyuridine), analogue de la thymidine (figure 1c). 
Parmi les thymocytes, seules les cellules DN s’expandent activement, on peut ainsi distinguer 
les lymphocytes nouvellement DP puis SP. L’analyse cinétique de ce marquage nous a montré 
que si les courbes des souches NOD et B6 étaient superposées pour les LT conventionnels, 
celles des cellules SP CD4+BrdU+ divergeaient dès le premier point d’analyse à trois jours 
d’administration. Un pourcentage significativement plus élevé de Treg marquées était 
continuellement présent dans les thymus NOD comparé aux B6. La forme de ces courbes 
démontre qu’un apport quantitativement plus important existe dans la population d’origine 
NOD. Une différence au niveau du séjour des cellules matures aurait engendré une courbe 
superposée sur les premiers jours que durent la différenciation des cellules, la différence ne 
devenant visible qu’à partir du moment où débute l’accumulation des lymphocytes matures. 
En tenant compte du fait que les cellules recirculantes ont potentiellement proliféré dans les 
organes lymphoïdes secondaires, on ne peut exclure qu’elles ne soient pas la source du 
surplus de Treg BrdU+ dans les thymi NOD. Il a été décrit que ces lymphocytes 
conventionnels recirculants sont caractérisés par un profil « mémoire » CD44hi, CD62Llo 531, 
532. Or le compartiment régulateur effecteur/mémoire est défini en sus par l’expression de 
CD103. Nous avons donc déterminé le phénotype des thymocytes régulateurs des souris NOD 
et B6 pour le marqueur CD103 (figure 1d), et nous n’avons détecté aucune différence qui 
serait le signe de la présence d’une population recirculante plus importante dans l’une de ces 
deux souches. Au contraire, on constatait que la différence se faisait au niveau de la 
population CD4+Foxp3+CD103-. 
 
L’origine de la régulation est intrinsèque aux thymocytes 
 Afin de déterminer si le(s) gène(s) qui contrôle(nt) la proportion de Treg dans le thymus 
étai(en)t exprimé(s) par les LT en développement ou par les cellules de l’environnement 
thymique, nous avons généré des chimères hématopoïétiques mixtes (figure 2). Dans ces 
animaux, deux populations génétiquement distinctes de thymocytes se différencient dans un 
environnement thymique commun, composé du stroma thymique de l’hôte et des cellules 
dendritiques panachées. Des cellules de moelle osseuse d’origine B6 et NOD, en égales 
quantités, ont donc été injectées à des hôtes (B6xDBA/2)F1 préalablement irradiés afin  
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d’éliminer les précurseurs hématopoïétiques. Après six semaines de reconstitution, l’analyse 
des populations thymiques a montré que la proportion de cellules régulatrices au sein de 
chaque population (3,73 contre 7% pour les cellules Foxp3+), distinguables sur les marqueurs 
allotypiques CD45.1 et CD45.2, était semblable à celle mesurée dans la souche d’origine. La 
conservation de ces différences prouve que la taille du compartiment régulateur est sous le 
contrôle d’un, ou plusieurs, gènes exprimés par les LT. 
 
Identification d’un locus d’intérêt sur le chromosome 17 
Ayant précédemment décrit la présence d’un locus capable d’influencer quantitativement le 
développement des Treg sur le chromosome 17, nous nous sommes intéressés aux lignées 
congéniques entre NOD et B6 (ou B10) pour ce chromosome. Nous avons analysé les 
populations thymiques de sept souches dont les insertions chromosomiques incluent ou se 
situent aux abords du locus du CMH 533, 534 (figure 3a). Nous avons mesuré que les 
proportions de cellules CD4+CD25hi dans le thymus des lignées NOD.B6-Hb (1,87%) et 
NOB.B10-H2b (1,32%) étaient proches de celle mesurée pour B6 (1,51%), ce qui indiquait un 
polymorphisme entre B6 et NOD situé dans cette région chromosomique. Nous avons été 
surpris de constater un niveau bas de Treg dans les thymi des souches B6.NOD-H2g7 (1,29%) 
et NOD.B10-H2g7 (1,31%), qui semblait exclure une implication du locus du CMH. Les 
faibles pourcentages observés dans les souches NOD.B6 R114 (1,52%) ; ou au contraire le 
fort niveau de ces cellules dans le thymus de la lignée NOD.B6 R156 (5,29%), nous ont 
permis d’échafauder une hypothèse pour réconcilier l’ensemble de ces données. En effet, les 
insertions chromosomiques de ces trois dernières lignées se situent à proximité du locus du 
CMH sans l’inclure. Nous avons supposé qu’une région commune centromérique du CMH 
dictait le comportement de toutes ces souches. Une analyse microsatellite de la région 
d’intérêt nous a permis de définir la localisation et les bornes des insertions des différentes 
lignées congéniques (figure3b). Nous avons pu vérifier ainsi qu’il existait bien une région 
d’origine B6 commune à toutes les souches présentant une proportion basse de cellules 
régulatrices dans le thymus. 
 
Le locus Idd16 influence la taille du compartiment régulateur thymique 
La région identifiée est incluse dans l’insertion chromosomique portée par la lignée NOD.B6 
R76 (R76). Elle a été définie par le groupe de Garchon comme le locus de susceptibilité au 
diabète Idd16 534. Pour démontrer formellement que ce locus était responsable de la 
modulation de la taille de la population régulatrice, nous avons analysé les populations  
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thymiques de la lignée R76 (figure 4a). Nous avons trouvé un faible pourcentage de cellules 
CD4+ CD25+ (1,87%) ou Foxp3+ (3,35%) parmi la population SP dans le thymus. Pour étayer 
encore nos données, nous avons généré des chimères hématopoïétiques mixtes entre B6 et 
R76 (figure 4b). Les proportions de Treg Foxp3+ étaient proches au sein des cellules 
d’origine R76 ou B6 (4,27 contre 3,36%), et comparables à celles calculées pour les souches 
non manipulées (3,35 contre 3,55%). 
 
La sélection thymique n’est pas impliquée dans le contrôle exercé par Idd16 
Une altération de la sélection thymique est un des mécanismes qui pourraient être à l’origine 
des différences de génération de Treg que nous avons observées. Nous nous sommes par 
conséquent attachés à disséquer les évènements de sélection et à les comparer chez les souris 
NOD et R76. Il a été démontré que les ligands agonistes présentés par les cellules épithéliales 
corticales induisent une sélection positive préférentielle des Treg 480. Nous avons donc dans 
un premier temps généré des chimères hématopoïétiques en injectant de la moelle osseuse 
NOD ou R76 dans des hôtes (B6xDBA/2)F1 irradiés (figure 5a). Dans ces souris, des 
superantigènes endogènes sont présentés différemment par les CPA : les TEC du fait de leur 
origine en partie DBA/2 présentent de nombreux superantigènes, tandis que les CD, issues de 
NOD ou R76, offrent un panel plus limité. De ce fait, si les TCR Vβ5+ interagissent avec les 
deux types cellulaires, ceux qui incluent Vβ6 ne sont stimulés que par les cellules hôtes. Ainsi 
nous pouvions visualiser les cellules sélectionnées uniquement positivement (Vβ6+), et celles 
qui subissaient en outre la délétion clonale par les CD (Vβ5+). Les LT Vβ4+ et Vβ14+ qui ne 
sont activés par aucun superantigène servaient de témoins. L’étude des chimères après six 
semaines de reconstitution montrait bien une sélection positive accrue des thymocytes 
CD4+Foxp3+ sensibles aux superantigènes et une délétion des LT Vβ5+. Si on comparait les 
pourcentages que représentaient ces clones au sein des populations SP CD4+ conventionnelles 
ou régulatrices, on observait une stricte identité entre les cellules issues des moelles NOD ou 
R76. Cette expérience montre que ces deux souches sont également sensibles à la sélection 
par les superantigènes endogènes. 
Cependant, des défauts de sélection négative ont été mis en avant chez la souris NOD, en 
particulier en ce qui concerne la résistance à la délétion des LT SP immatures HSAhi 454. Nous 
avons donc testé la résistance à l’apoptose provoquée par l’injection d’anticorps anti-TCR 
(figure 5b). Nous avons administré 50µg d’anticorps ou du PBS (phosphate buffer saline) en 
intra-veineux à des souris NOD, R76 ou B6 et calculé le nombre de cellules SP CD4+HSAhi  
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dans le thymus après 48 heures. Nous avons observé que seules les souris B6 montraient une 
disparition drastique (82% de délétion) de ces cellules. La souche R76 (28% de délétion) 
semblait au moins aussi résistante que ne l’était la souris NOD (53% de délétion). Une 
différence dans la sensibilité ne semble donc pas corréler avec les tailles des compartiments 
régulateurs thymiques. 
 
 Les Treg sont-elles impliquées dans la résistance au diabète de la souche R76 ? 
Le locus Idd16 confère à la lignée congénique R76 une susceptibilité moindre au diabète 
auto-immun que sa souche parente NOD 534. Nous avons testé l’incidence spontanée de nos 
propres colonies de ces deux souches en mesurant l’âge d’apparition d’une glycosurie positive 
(figure 6a). Le test se fait hebdomadairement par contact de l’urine avec des bandelettes 
colorimétriques, et est considéré comme positif lorsque deux mesures consécutives sont 
supérieures à 0,5 g/dL. Le suivi sur 35 semaines montre un net délai dans l’apparition du 
diabète chez la souche R76 : 21 semaines contre 13 pour les NOD. L’incidence est certes plus 
faible à 35 semaines (50 contre 64%), mais la tendance de la courbe de R76 laisse à penser 
qu’on peut la considérer comme quasiment équivalente. Nous avons effectué une analyse 
histologique des pancréas de souris de différents âges pour pouvoir apprécier la progression 
de la pathologie au niveau tissulaire (figure 6b). Une notation de l’intensité de l’infiltration 
des îlots pancréatiques a été établie, et plus de 100 îlots, provenant d’au moins cinq souris 
différentes et sur des coupes à plusieurs profondeur sur le tissu, ont été examinés par groupe 
d’âge. Les souris R76 qui ne développaient pas de signes cliniques du diabète n’étaient pas 
protégées contre l’insulite, et tous les stades d’infiltration des îlots de Langerhans étaient 
observables, allant jusqu’à la destruction. De nouveau, l’apparition des infiltrats et l’avancée 
dans la sévérité de la pathologie semblaient décalées dans le temps, survenant à un âge plus 
tardif en moyenne dans le groupe de souris R76. Ainsi, le mécanisme protecteur à l’œuvre 
chez les souris R76 ne semble pas capable de prévenir la survenue du diabète, mais seulement 
de la retarder. 
Pour déterminer si ce délai était le fait des cellules effectrices ou un caractère intrinsèque au 
tissu pancréatique, nous avons injecté des splénocytes d’animaux prédiabétiques NOD ou R76 
dans des souris immunodéficientes NOD.Scid (figure 7a). Nous avons constaté que le 
transfert de cellules NOD provoque l’apparition rapide du diabète dans la quasi-totalité des 
animaux. Au contraire celui de 10 ou 20.106 splénocytes R76 n’induit que rarement la 
pathologie (0 à 25% des animaux), et avec un délai conséquent par rapport aux groupes ayant 
reçu des cellules NOD (11 semaines contre 6 semaines après induction). Le pouvoir  
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diabétogène des splénocytes d’origine R76 apparaît donc réduit par rapport à celui des 
cellules issues de souris NOD du même âge. De manière surprenante, le transfert de 5.106 
cellules provoque une incidence supérieure aux doses plus élevées. Une explication plausible 
est que le répertoire des Treg contenues dans cette population serait trop limité pour fournir 
suffisamment de clones pertinents. Or, dans ce cas de figure où une déficience des Treg est 
soupçonnée, on retrouve chez les souris R76 une protection contre le diabète qui ne se traduit 
plus que par un délai. 
Nous avons donc testé les capacités régulatrices in vitro des Treg issues des deux souches 
(figure 7b). Nous avons utilisé le test classique de l’inhibition de prolifération des LT CD4+ 
en co-culture à différents ratios avec des Treg. Lorsque les LT conventionnels sont triés à 
partir de jeunes souris prédiabétiques de 8 semaines, aucune différence dans le potentiel 
suppresseur des Treg n’est détectée entre les deux souches de souris. Cependant, lorsque les 
différentes populations cellulaires sont issues de souris de 16 semaines, on constate, une 
diminution de la capacité des Treg d’origine NOD à inhiber les LT conventionnels, et une 
résistance des LT effecteurs de cette même souche envers l’action des cellules suppressives. Il 
est intéressant de remarquer que les Treg provenant des souris congéniques ne semblent pas 
perdre leur potentiel suppressif vis-à-vis des LT effecteurs, de même que leur contre-partie 
conventionnelle ne paraît pas moins sensible à leur action. Il n’y aurait donc pas chez la 
souche R76 d’évolution liée à l’âge comparable à celle des souris NOD, comportement qui 
avait déjà été décrit auparavant 462. 
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Figure 12. Une génération thymique élevée de Treg chez la souris NOD 
(a) (b) Les populations thymiques de souris femelles de 7-8 semaines ont été analysées pour l’expression de 
CD4, CD8, CD25 et TCR par cytométrie en flux. Test Student : *** p<0,001. 
(c) Du BrdU a été administré en continu dans l’eau de boisson et renouvelé quotidiennement. Les animaux ont 
été sacrifiés aux jours indiqués, et leur thymus analysé pour l’expression de CD4, CD8, CD25 et BrdU. 
(d) Les populations thymiques de souris femelles de 7-8 semaines ont été analysées pour l’expression de CD4, 
CD8, Foxp3 et CD103 par cytométrie en flux.
a 
b c 
d 
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Figure 2. Un contrôle intrinsèque aux lymphocytes T différencie les populations B6 et 
NOD 
Des hôtes (B6xDBA/2)F1 (B6D2F1), irradiés létalement ont été reconstitués avec un mélange égal de moelle 
osseuse d’origine B6 (CD45.2) et NOD (CD45.1). Six semaines après, les populations thymiques ont été 
analysées par cytométrie en flux pour l’expression de CD4, CD8, CD25, Foxp3, CD45.1 et CD45.2. Test 
Student : *** p<0,001.
*** 
*** 
B6 NOD B6 NOD 
B6+NOD > B6D2F1 B6+NOD > B6D2F1 
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Figure 3. Identification d’un locus modulant le développement des Treg sur le 
chromosome 17. 
(a) Les populations thymiques de souris femelles de 7-8 semaines ont été analysées pour l’expression de 
CD4, CD8 et CD25 par cytométrie en flux. Les souches congéniques de fond génétique B6 ou B10 sont 
indiquées en bleu, celles de fond génétique NOD, en rose.  
(b) Les régions en gras représentent les insertions chromosomiques. Les séquences des microsatellites et les 
distances physiques en paires de bases ont été récoltées sur le site Ensembl.org (www.ensembl.org). 
Les souches NOD.B10-H2b et B10.NOD-H2g7 proviennent de chez Taconics (Germantown, Etats-Unis), 
NOD.B6-H2b, B6.NOD-H2g7, NOD.B6 R114 et NOD.B6 R156 sont un don du laboratoire du Dr Garchon 
(Paris, France). 
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Figure 4. Idd16 contrôle la proportion de Treg thymique chez la souris NOD. 
(a) Les populations thymiques de souris femelles de 7-8 semaines ont été analysées pour l’expression de 
CD4, CD8, Foxp3 et CD25 par cytométrie en flux. 
(b) Des hôtes (B6xDBA/2)F1 (B6D2F1), irradiés létalement ont été reconstitués avec un mélange égal de 
moelle osseuse d’origine B6 (CD45.2) et R76 (CD45.1). Six semaines après, les populations thymiques 
ont été analysées par cytométrie en flux pour l’expression de CD4, CD8, CD25, Foxp3, CD45.1 et 
CD45.2. 
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Figure 5. Le contrôle exercé par Idd16 sur le développement des Treg n’est pas 
dépendant de la sélection thymique. 
(a) Des hôtes B6D2F1 irradiés létalement ont été reconstitués avec de la moelle osseuse d’origine NOD ou 
R76. Six semaines après, les populations thymiques ont été analysées par cytométrie pour l’expression 
de CD4, CD8, Foxp3, Vβ4, Vβ5, Vβ6 et Vβ14. 
(b) Des souris ont été injectées par voie intra-veineuse avec 200 µL de PBS contenant ou non 50 µg 
d’anticorps anti-TCR (2C11). Après 48 heures, les thymi ont été analysés pour l’expression de CD4, 
CD8, TCR et HSA. Le pourcentage de délétion est calculé en comparant le nombre de cellules 
CD4+CD8-HSAhi entre les souris ayant reçu l’anticorps et les contrôles.
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Figure 6. L’action protectrice d’Idd16 offre un délai aux souris R76 dans l’apparition et 
la progression du diabète. 
(a) La glycosurie est mesurée hebdomadairement par des bandelettes colorimétriques. Deux mesures 
consécutives supérieures à 0,5g/dL sont considérées comme positives. 
(b) Les pancréas ont été prélevés aux âges indiqués, fixés, puis inclus en paraffine. Des coupes à différentes 
profondeurs ont été réalisées et colorées en hématoxyline/éosine. Pour chaque groupe, plus de 100 îlots 
de Langerhans ont été examinés et un score clinique a été attribué à chacun. Le graphe indique le 
pourcentage d’îlots ayant reçu les différents scores. La notation a été établie de la façon suivante : 0 = 
îlot sain, 1 = péri-insulite, 2 = infiltration inférieure à 30% de l’îlot, 3 = infitration comprise entre 33 et 
66%, 4 = infiltration supérieure à 66%, 5 = destruction de l’îlot. 
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Figure 7. Capacités diabétogènes et suppressives des cellules NOD et R76 
(a) Des splénocytes de souris de 8-10 semaines ont été injectés aux nombres indiqués dans des receveurs 
NOD.Scid. La glycosurie est mesurée hebdomadairement par des bandelettes colorimétriques. Deux 
mesures consécutives supérieures à 0,5g/dL sont considérées comme positives. 
(b) Les cellules ont été triées sur billes magnétiques à partir de splénocytes, puis co-cultivées avec des 
cellules présentatrices d’antigènes irradiées et recouvertes d’anticorps anti-TCR. La prolifération est 
mesurée après 48 heures par incorporation de thymidine tritiée. 
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Au début de ce projet, il y a cinq ans, les mécanismes sous-tendant la différenciation des Treg 
restaient fort peu élucidés. Si l’origine thymique 477 avait été établie peu après la découverte 
de CD25 comme marqueur par le groupe de Sakaguchi 258, Foxp3 n’avait émergé comme un 
acteur majeur de l’identité et de la fonction des Treg que quelques mois auparavant 263-265. La 
déficience de Foxp3, à l’origine de l’IPEX, apparut dès lors comme le seul polymorphisme 
naturel influençant le développement des Treg. L’invalidation des chaînes β298 ou γ 301 du 
récepteur à l’IL-2, ou celle de CD28 295, étaient toutefois connues pour entraver drastiquement 
la génération de ces cellules, pointant l’implication des cytokines et de la co-stimulation. Le 
fait que les Treg et leur contrepartie conventionnelle dérivaient toutes deux du même 
précurseur DN 477 posa la question de la localisation de l’embranchement entre ces deux 
lignages. Plusieurs études ont tenté de situer cette bifurcation, notamment par rapport à la 
sélection positive à la suite des résultats de Jordan sur l’importance de l’avidité des 
interactions TCR/ligand dans la différenciation des cellules régulatrices 490. Les travaux 
récents de Ribot sur la sélection préférentielle des précurseurs régulateurs par les ligands 
agonistes 480, de même que la mise en évidence d’un trans-conditionnement au stade DN par 
interaction avec les thymocytes DP 498, étayent l’idée d’un choix de lignage précoce, bien 
avant l’induction de Foxp3. Il a d’ailleurs été montré que certaines propriétés des Treg se 
mettent en place indépendamment de celui-ci 282. Les molécules qui contrôlent ces étapes 
précoces, et déterminent l’orientation entre cellules régulatrice et effectrice, restent inconnues 
à ce jour. 
Pour aborder ce point, nous avons choisi tout d’abord de nous intéresser aux gènes 
capables d’influencer la génération des Treg dans des souches consanguines de souris non 
sujettes au développement spontané de pathologies. Le modèle murin apporte l’avantage de 
fixer les paramètres environnementaux pour mettre en exergue l’implication des facteurs 
génétiques. De plus, dans des animaux sains, on s’affranchit des possibles effets de 
l’inflammation sur le développement thymique. Dans les modèles où la génération des Treg 
est fortement perturbée, leur absence participe en effet à la survenue de pathologies auto-
immunes et inflammatoires. Par la suite, nous avons décidé d’inclure dans notre étude une 
souche génétiquement susceptible au développement spontané d’une maladie auto-immune 
pour élargir la portée de nos travaux vers un aspect plus fonctionnel. Nous avons choisi la 
souris NOD parce qu’il s’agit d’un modèle multigénique où les Treg ont une place 
déterminante. Le transfert du diabète dans des animaux immunodéficients offrait en outre la 
capacité de tester in vivo les capacités suppressives des Treg. 
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Notre étude a permis d’établir que le développement des Treg est soumis à un contrôle 
génétique influant sur la taille du compartiment régulateur au sein de la population SP CD4+ 
du thymus.Les variations que nous avons observées, bien que sensibles, restaient dans le 
cadre d’un développement physiologique. Elles ne semblaient pas relever, comme dans les 
animaux invalidés précédemment cités, d’une dérégulation profonde de la différenciation. 
Nous avons ensuite cherché à décortiquer le mécanisme à l’origine de ces variations afin de 
déterminer s’il s’agissait bien d’une modulation de la génération, et de pouvoir dégager des 
molécules candidates. Par l’analyse cinétique de l’apparition des cellules T BrdU+, nous 
avons exclu la possibilité que la variation de taille du compartiment régulateur soit le fruit 
d’une rétention plus longue des Treg matures dans le thymus. 
La question de la recirculation est plus difficile à trancher parce qu’il n’existe pas de 
marqueurs bien établis pour les cellules périphériques qui retourneraient dans le thymus. Les 
molécules de surface utilisées pour les LT conventionnels comme HSA, CD44 ou CD69 sont 
inappropriées pour les Treg car exprimées uniformément par l’ensemble des thymocytes 
régulateurs, et à un niveau comparable aux cellules périphériques (données non montrées). La 
recirculation des Treg vers le thymus n’a été démontrée qu’en 2006 dans des souris 
lymphopéniques par des expériences de parabiose 532. Ce phénomène a également été décrit 
chez une souris normale par le groupe de Hogquist 531, où le retour vers le thymus des Treg 
semblait d’ailleurs s’avérer plus important que celui des LT conventionnels. La recirculation 
met en jeu les LT activés en périphérie 535, nous avons donc choisi d’analyser l’expression de 
CD103, l’acquisition de cette intégrine permettant de distinguer entre autres les Treg 
effectrices/mémoires des naïves. De plus, des données non publiées du laboratoire le 
désignaient comme un bon candidat pour l’identification de ces cellules. Or, nos résultats 
montraient que CD103 n’était présent que sur un faible pourcentage des thymocytes Foxp3+, 
et aucune différence n’a été observée entre les populations thymiques NOD et B6. 
L’hypothèse d’une différence quantitative de génération des Treg reste donc privilégiée. 
Toutefois, si d’autres marqueurs pertinents des cellules recirculantes venaient à émerger, il 
serait intéressant de tester leur représentation au sein des thymocytes des différentes souches. 
Très récemment, un travail de l’équipe de Chen a mis en évidence l’implication de la 
signalisation en aval du TGFβ dans le développement des Treg 536. Il semble également que le 
TGFβ soit un frein à l’expansion des Treg thymiques en réponse à l’IL-2. Cette cytokine, dont 
le rôle dans la génération périphérique des Treg est indiscuté, ne semblait jusqu’ici pas 
indispensable à leur différenciation thymique puisque les souris invalidées pour le TGFβ1 537 
ou le récepteur II 538 présentent un nombre normal, voire davantage, de ces cellules parmi les  
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thymocytes. Selon Chen, outre le TGFβ1  apporté par le lait maternel, l’inflammation 
généralisée résultant de ces déficiences induirait une production massive d’IL-2 par les LT 
effecteurs activés conduisant à l’expansion de la faible population régulatrice générée, 
suffisante à compenser quantitativement le défaut de différenciation. Il serait donc intéressant 
de tester si une prolifération accrue des thymocytes régulateurs existe chez les souches de 
souris présentant un fort pourcentage de ces cellules. Nous envisageons d’injecter par voie 
intra-péritonéale une dose de BrdU, et d’analyser après quelques heures la proportion de Treg 
marquées. Des expériences in vitro de prolifération, ou de mesure de phosphorylation de Stat-
5, en réponse à l’IL-2 sont aussi planifiées. La sensibilité au TGFβ  pourra être déterminée en 
testant l’inhibition de la prolifération des LT CD4+ ou la capacité à la conversion vers le 
phénotype régulateur. Il est d’ailleurs intéressant de noter que p21, inhibiteur du cycle et cible 
du TGFβ, se situe dans Trd1. 
Nous avons également pu montrer que les gènes déterminants étaient exprimés par les 
thymocytes, ce qui coïncide avec l’idée que ces gènes pourraient faire partie du programme 
de différenciation des Treg. L’étude de nombreuses lignées congéniques nous a permis de 
déterminer que plusieurs gènes étaient à l’œuvre. Ainsi la lignée BALB.K, dont le fond 
génétique est BALB /c et dont l’insertion chromosomique est d’origine C3H, ne montre un 
phénotype semblable à aucune de ces deux souches parentes, à l’inverse de toutes les autres 
souches congéniques que nous avons testé. Ce comportement est significatif de l’implication 
d’au moins deux gènes. Nous avons pu classer les lignées congéniques analysées en deux 
groupes : celles dont le pourcentage de Treg thymiques se révélait dépendant d’un locus du 
chromosome 17, et celles dont cette proportion ne corrélait pas avec l’origine de cette région. 
L’étude des lignées congéniques entre NOD et B6 nous a montré que cette distinction ne 
devait pas se faire à la hâte, et qu’une même région présidait parfois au comportement de 
lignées congéniques en dépit de phénotypes apparemment contradictoires. Du fait qu’elles 
soient générées par croisements en retour successifs, les lignées congéniques portent des 
insertions chromosomiques de taille très variable. Nous avons donc effectué une analyse 
microsatellite de toutes les lignées congéniques que nous avons intégrées à notre étude. Elle 
montre qu’au moins trois loci distincts peuvent influencer le développement des Treg tel que 
nous l’avons décrit. Le premier, qui colocalise avec Idd16, nous l’avons baptisé Trd1 pour 
« Treg development 1 ». Le deuxième, Trd2, est également situé sur le chromosome 17, en 
télomérique de Trd1. Il correspond à la région d’intérêt identifiée d’après l’étude de B10.A et 
de ses souches recombinantes, et est englobé dans l’insertion chromosomique portée par 
BALB.K. Enfin l’existence d’un troisième locus, Trd3, a été déduite de l’étude des souches  
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Localisation des loci d’intérêt 
L’étude de différentes souches congéniques nous a permis de définir trois loci d’intérêt 
distincts dans le contrôle génétique du développement thymique des lymphocytes T 
régulateurs (Treg). Deux de ces régions se situent sur le chromosome 17, la troisième est 
définie par exclusion de l’insertion chromosomique d’origine DBA/2 de B10.D2. 
Les insertions chromosomiques sont indiquées en couleur, sauf pour « A » et « NOD »  où 
elles représentent les régions d’intérêt déduites respectivement de l’étude des lignées B10.A 
et de ses recombinantes, et des congéniques de NOD et B6. 
Trd : Treg development. 
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dont le comportement était indépendant du locus du CMH, B10.S et B10.D2. On 
remarque que l’insertion chromosomique d’origine DBA/2 comprend les deux précédents 
loci . Or, comme le phénotype de cette souche est dicté par un locus d’origine B6, celui-ci est 
obligatoirement distinct des deux premiers. Par une étude de liaison au chromosome X 
(données non montrées), nous avons pu écarter également ce chromosome. Ce résultat est 
intéressant puisqu’il exclut de fait Foxp3 qui s’y situe. 
Il est à noter que d’autres ont trouvé au contraire une diminution en nombre absolu des 
Treg dans le thymus des NOD, et d’autres souches susceptibles à l’auto-immunité, par 
comparaison avec des souris BALB/c ou B6 365. Les souches étudiées (NOD, NZB, NZW) 
sont caractérisées par une atrophie du thymus qui pourrait expliquer cette divergence de 
résultats. Fin 2007, le groupe de Mathis et Benoist ont publié des travaux montrant également 
un surplus de génération thymique des Treg dans les souris NOD par comparaison à d’autres 
souches consanguines de souris 539. Ils ont identifié par une étude de liaison deux loci 
localisés sur les chromosomes 1 et 11. Une de ces régions pourrait correspondre à Trd3. Cette 
étude ne montre aucun pic pour le chromosome 17. Le fait que les croisements aient été 
effectués entre NOD et B10.NOD-H2g7 pourrait être un élément de réponse : l’insertion 
chromosomique de la souche congénique pourrait inclure Trd2, comme c’était le cas pour les 
lignées dont nous disposions, et la proximité avec le locus du CMH a pu masquer Trd1. Par 
ailleurs, s’ils ont trouvé, similairement à nos résultats, que cette modulation du 
développement des Treg découlait d’un caractère intrinsèque aux cellules T ; ils ont montré 
par contre, en utilisant une méthode de culture in vitro de cellules thymiques fœtales, une 
sélection positive accrue qui serait à l’origine de leur phénotype. Ce résultat diverge de ce que 
nous avons obtenu in vivo, mais nous avons utilisé pour nos expériences la souche R76, qui ne 
diffère de NOD que par Trd1, et ne fait donc pas intervenir les autres loci impliqués. De 
multiples loci président donc au développement des Treg. 
L’identification des gènes déterminants représenterait une avancée considérable dans la 
compréhension de la différenciation de ces cellules. Le séquençage de gènes candidats, dans 
l’espoir de détecter des variants allèliques entre les souches, est aisément envisageable. Par 
contre, la recherche de différences d’expression,  par RT-PCR quantitative par exemple, se 
heurte au choix de la population de thymocytes à analyser : étant donné que le choix de 
lignage se dessine précocément, les gènes déterminants sont susceptibles de s’exprimer tout 
au long du processus de différenciation. De plus, comme nous étudions des variations dans la 
proportion de Treg qui se développent, les différences d’expression pourraient être restreintes, 
et invisibles si on ne cible pas la population de précurseurs régulateurs. En recherchant les  
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gènes décrits dans Trd1 et Trd2, quelques candidats ont retenu notre attention. Ainsi 
Notch3 est situé dans Trd1. Or, il a été montré qu’il est spécifiquement exprimé dans les 
cellules CD25+ parmi les LT CD4+ spléniques 540. De plus, les animaux transgéniques pour 
une forme constitutivement active de Notch3 voient leurs populations régulatrices thymique 
et périphérique fortement augmenter, et sont protégés contre l’induction du diabète par la 
streptozotocine. L’analyse de l’expression par cytométrie ou western blot de celui-ci, ainsi 
que de cibles comme Deltex et Hes1, est prévue. Par ailleurs, le canal calcique intracellulaire 
ITPR3 (inositol 1-, 4-, 5-trisphosphate receptor 3) est également présent dans ce même locus. 
Un polymorphisme a été récemment découvert chez l’Homme et associé à la susceptibilité au 
diabète de type I 541. L’augmentation de la transcription de ce récepteur a été impliquée dans 
la modulation de l’apoptose des lymphocytes induite par les glucocorticostéroïdes 542, 
hormones potentiellement impliquées dans le développement thymique 543, et dont l’effet pro-
apoptotique semble amoindri chez la souris NOD 544. Un test de comparaison de la 
susceptibilité des thymocytes NOD et R76 à l’apoptose induite par la dexaméthasone est donc 
envisagé. Au sein de Trd2, nous avons remarqué la présence de trois cytokines membres de la 
famille du TNF, à savoir le TNFα, et les lymphotoxines α et β. Le premier est 
constitutivement exprimé dans le thymus par les cellules en développement 545, et est 
impliqué dans l’homéostasie de ces cellules en influençant la survie et la prolifération des 
stades DN 546. Il a en outre était montré que l’administration néonatale de TNFα induit une 
diminution du nombre de Treg dans le thymus des souris NOD 365. Les lymphotoxines sont 
également présentes dans le thymus. Contrairement aux LT γδ, le rôle des lymphotoxines 
dans le trans-conditionnement des Treg n’a pas été clairement démontré 498, mais reste une 
possibilité. Le récepteur β a par ailleurs été impliqué dans la migration vers la médulla via un 
effet sur les ligands de CCR7 547. Cependant, un défaut lié à la sécrétion d’une cytokine ne 
semble pas en accord avec l’effet intrinsèque aux cellules T que nous avons démontré. 
L’analyse des différentes lignées congéniques nous a permis de définir sur le chromosome 17 
deux loci de taille restreinte qui contiennent chacun une centaine de gènes. Cette avancée 
nous permet de nous intéresser maintenant à des molécules candidates, dont l’étude représente 
la prochaine étape majeure de notre projet. 
Nous avons récemment eu la chance que l’équipe de Garchon nous fasse parvenir une 
sous-lignée congénique de R76, la souche recombinante R115. Les premiers résultats que 
nous avons obtenus semblent indiquer que la proportion de Treg qui se développent dans le 
thymus de ces souris est basse. L’analyse microsatellite à partir de son ADN a révélé que son  
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insertion chromosomique correspondait à la portion basse d’Idd16, ce qui nous 
permettrait d’exclure une large région  de plusieurs mégabases. De plus, l’étude de 
l’incidence spontanée du diabète tend à montrer une résistance sensiblement plus marquée 
que celle de la lignée R76. Cette souche apporte par conséquent des perspectives favorables 
pour la suite du travail, en particulier sur les effets de Trd1 sur la fonction des Treg. 
Sur ce point, de nombreuses questions restent à résoudre. La différence d’évolution des 
capacités régulatrices et de sensibilité à la suppression des lymphocytes T CD4+ que nous 
avons constaté entre les souches NOD et R76 pourraient découler d’un caractère intrinsèque 
ou être la conséquence d’un contexte moins inflammatoire chez la lignée congénique. Il est 
notable que nous n’avions constaté aucune différence en comparant les capacités des Treg 
d’origine B6 et B10.BR. L’insertion chromosomique issue de C57BR étant étendu, il englobe 
à la fois Trd1 et Trd2. Il est donc possible que Trd2 soit le locus déterminant dans cette 
souche congénique, et que l’influence de celui-ci se limite aux évènements thymiques. Il est 
sinon concevable que le fond génétique NOD apporte un environnement favorable à 
l’expression de particularités indécelables par ailleurs. S’il s’agit d’un caractère propre aux 
LT, est-ce l’origine de la résistance de R76 ? Les expériences de transfert semblent indiquer 
que les Treg jouent un rôle dans la diminution de la pathogénicité des splénocytes puisque 
dans le groupe qui n’a reçu que 5.106 de cellules, l’incidence est la même quelque soit la 
souche d’origine. Par contre, le délai d’apparition du diabète demeure entre ces deux groupes, 
suggérant que des différences dans les cellules effectrices existeraient aussi. Des expériences 
de protection contre l’induction du diabète par le co-transfert de Treg ont été amorcées pour 
déterminer si cette divergence dans les capacités inhibitrices peut être reproduite in vivo. Un 
modèle expérimental in vivo nous permettra de tester certains mécanismes d’action des Treg 
comme les cytokines anti-inflammatoires. 
Contrairement à ce que nous avons décrit dans le thymus, nous avons observé une proportion 
moins importante de Treg chez la souris NOD dans les nœuds lymphatiques pancréatiques de 
souris de 27 semaines par comparaison aux animaux R76 (données non montrées). Il est à 
noter qu’il n’existe aucune différence entre les souches à l’âge de 5 semaines. Ces résultats 
nous ont amené à entreprendre des marquages contre Foxp3 en immunohistochimie et 
immunofluorescence sur des coupes de pancréas réalisées sur des souris à différents âges, afin 
de déterminer si les cellules régulatrices sont présentes dans des proportions différentes au 
sein des infiltrats.  
208 
 
209 
 
Les Treg représentent une piste sérieuse dans l’étude de la résistance conférée par Idd16. 
Nous espérons que les expériences in vivo nous permettront de confirmer cette hypothèse et 
de progresser dans la caractérisation de la défaillance des Treg des souris NOD. 
Le lien entre la proportion variable de Treg qui se développent dans le thymus et une 
éventuelle différence intrinsèque de capacité suppressive reste à déterminer. L’absence 
d’implication de la sélection thymique que nous avons constaté jusqu’alors dans le premier 
processus rend peu probable une variation de répertoire. Il est tout à fait envisageable que ces 
deux phénotypes soient les conséquences du dysfonctionnement d’un même mécanisme sans 
qu’il y ait de relation de cause à effet entre les deux. La poursuite parallèle des études de la 
différenciation thymique et de la fonctionnalité pourraient donc s’avérer complémentaires 
dans l’identification du gène d’intérêt localisé dans Trd1. Il n’est cependant pas exclu que ces 
deux processus soient régis par deux molécules différentes cohabitant dans ce loci. 
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Les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) constituent une population de cellules 
suppressives naturelles essentielle au maintien de la tolérance et à l’inhibition de l’inflammation. Ces 
cellules se différencient dans le thymus avec les lymphocytes T conventionnels à partir d’un précurseur 
commun. Cependant le mécanisme sous-tendant le choix de lignage entre lymphocyte effecteur et 
régulateur reste peu défini. 
Nous avons démontré que la proportion de Treg qui se développent au sein de la population de 
thymocytes CD4+CD8- est génétiquement contrôlée chez la Souris et varie de manière significative entre 
les souches. Nous avons pu préciser que les gènes responsables, exprimés par les cellules T, modulent 
quantitativement la génération du compartiment régulateur, et identifier un locus d’intérêt sur le 
chromosome 17. En nous intéressant à un modèle spontané d’auto-immunité, la souris NOD, nous avons 
établi qu’un fort pourcentage de Treg se différencie dans cette souche et que la région identifiée co-
localisait avec un locus de susceptibilité au diabète, Idd16. La sélection thymique ne semble pas être 
impliquée, ce qui suggère un mécanisme lié au choix de lignage. L’étude de nouvelles lignées 
congéniques nous a permis de réduire la région d’intérêt et de nous rapprocher de l’identification du (des) 
gène(s) responsable(s). 
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